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| Sporulace bacilua. III.

Piechod vapniku do bunék a pokles proteolytické aktivity prostiedi p¥i sporulaci
Bacillus megatherium

VLADIMIR VINTER
Ceskoslovenské akademie véd, Biologicky ustav, mikrobiologické oddéleni, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Mélek
Doslo 6. 1. 1956

Pii procesu sporulace Bacillus megatherium dochazi za uréitych podminek k prud-
kému sniZeni proteolytické aktivity prostiedi. V minulé praci (Vinter 1956) jsme
popsali zakladni charakteristiku tohoto jevu. Abychom vysvétlili pfidiny poklesu
proteolytické aktivity prostfedi pfi sporulaci, zabyvali jsme se v této praci studiem
vlivu vapniku a jinych iontd na tento proces a sledovali jsme i pfechod vdpniku
do sporulujicich buné&k.

Material a metody

Kultura. Pouzili jsme kmene Bac. megatherium ze sbirek Biologického ustavu CSAV.

Zivnd ptda. Slozeni: 0,3 %, kaseinového hydrolysitu (Amigen), 0,1 % glukosy a 0,34 9, KH,PO,.
Déle jsme do 1 litru pudy pfiddvali 1 ml koncentrované smési ndkolika soli s dulezitymi ionty, kterd
méla slozeni: 17,4 g K,80,; 12,3 g MgS80, . 7 H,0; 0,22 g MnSO, . 7 H,0, 2,0 g FeSO,.7H,0; 1,44 g
ZnS0, . 7H,0; 18,3 g CaCl,. 6 HyO v 1 litru. Vzdjemny pomér i obsah téchto soli jsme na zaklads
pavodniho ndvodu Greletova (1951) upravili pro kultivaci Bac. pumilus (Mélek a sp. 1953) a pfevzali
i pro kultivaci Bac. megatherium. Bez piitomnosti téchtp ionti dochdz{ k mensimu néristu a opozddni
a zpomaleni procesu sporulace (obr. 1). Pripravili jsme vidy z&sobni, pdtkrit koncentrované roztoky
%ivné pudy bez glukosy, které jsme pied pokusem fedili a sterilisovali. Roztok glukosy jsme sterilisovali
oddslend a ptidévali do pud pied naotkovéanim. pH pudy bylo 7,2.

Kultivaei, oékovéni, stanoveni proteolytické aktivity, stupnd zdkalu a procenta spor jsme provadsli
stejnym zpusobem jako v minulych pracich (Vinter 1955, 1956). Proteolytickou aktivitu jsme zjistovali
biuretovou metodou (Slavik a Smetana 1952).

Barveni spor. Spory jsme barvili malachitovou zeleni a bunky dobarvovali zésaditym fuchsinem
(Schmidt 1950).

Stanoveni obsahu vdpniku v busikdch. Pro stanoveni jsme brali mnoZstvi bunék, které odpovidalo
300— 400 mg susiny. Sediment jsme promyvali centrifugovanim ve 150 — 200 ml vody a stejnym mno-
stvim 0,01 N HCl, vysusili pfi 100 °C & mineralisovali sm&i HNO,; a HCIO,. U vyssich koncentraci
vapniku jsme sediment promyvali 0,1 N HCl. Vlastni stanoveni vépniku jsme provédéli plamenovym
fotometrem (VEB, Carl Zeiss, Jena, model III) podle metody jiz d¥ive popsané (Belke a Dierkesmann
1948). Pfi véech stanovenich obsahu vépniku v buiikéch jsme pro zvySeni rozdila pfiddvali do %Zivné
pady pred naotkovénim ptidavek 2 mg Ca na 1 litr pudy.

Vysledky

Vliv nékterych ionti na pokles proteolytické aktivity v mediu a na sporulaci

Viechny niZe uvedené ionty jsme pfidavali 12. hodinu kultivace, tedy asi 1-—2 ho-
diny pfed zahajenim sporulace. Pridani iontit vapniku v koncentraci 5.10-3 M,
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kterd se na pi. pro stabilitu proteds aktinomycet osvédéila jako optimalni (Chaloupka

1955), zabrani poklesu proteolytické aktivity v mediu, pii ¢emz prubsh
Vapnik jsme ptidavali v podobé roztoku CaCl,. Poklesu proteolytické

je normalni.

aktivity zabrani i desetkrat mendi koncentrace iontét Ca*+5.10 4 M (obr. 2).
koncentrace vapniku v prost¥edi (5. 10

sporulace

Ty

iZ31
M) nema prakticky vliv, koncentrace

5.107% M pouze opozdi za¢atek poklesu proteolytické aktivity (tab. 1).
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Obr. 1. Vliv piidavku smési ionti na rast kultury
a sporulaci. Osa «: stéii kultury v hodinéch, osa y:
vlevo - stupeii zédkalu nefedéné kultury, vpravo -
procento spor v kultuie. 1 — — — stupen zdkalu
na pudsé s pfidavkem iontd, 2 procento
spor ne pud$ s piidavkem iont1, 3 stupen
zdkalu na pudé bez piidavku ionta, 4— - — . —
procento spor na padé bez pfidavku ionti.

Obr. 2. Vliv pfidéni Ca** iontt do kultury pied
sporulaci na dalsi prabsh proteolytické aktivity.
Osa z: stafi kultury v hodinéch, osa y: vlevo -
proteolytickd aktivita vyjadfend v mg kaseinu
natrdveného za 30 min., vpravo - procento spor
v kultufe. 1 proteolytickd aktivita
v kultute s piidavkem H,0, 2 -
procento spor v kultufe s ptidavkem H,0,
3 proteolyticks aktivita v kultufe s pii-
davkem Catt jontd, 4 — — — procento spor
v kultute s ptidavkem Ca™*+ ionti.

Tabulka 1. Vliv piidéni niZ&ich koncentraci vépniku na pokles proteolytické aktivity. Proteolytické
aktivita vyjadiena v mg kaseinu natréveného za 30 minut

' Stéi'i kultury

12hod. | l4hod. | 16hod
Kontrola (ptidana H,0) Prot. aktivita ' 28,3 1,2 ! 0,3 ;
Sporulace L o9 66,8 %, I 81,3% |
Piiddny Cat+ ionty ‘ !
v koncentraci 5.10-3M Prot. aktivita i 26,2 26,8 ‘ 0,6 |
i Sporulace .’ 09 37,79, ! 85,2 9,
5.10-9 M Prot. aktivita 240 o5 L o |
| Sporulace | 09, ! 67,9 9 : 85,9°% |

Tonty Mg+, o kterych je znamo, ze mirné stabilisuji bakterijni proteasy (Gorini

1950), po pfiddni do kultury v podob& MgSO, (koncentrace 5 . 10

%) mély pouze slaby

stabilisaéni vliv. Ptidéni iontd Mn-+ (jako MnCl,, koncentrace 1. 10-3 M) nemd
pii naSem sloZeni prosttedi vliv ani na pokles proteolytické aktivity, ani na sporulaci.
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Vliv iontt vapniku na stabilitu proteds v supernatantu

Supernatant jsme odebrali v dobé pokrotilé sporulace a rozdélili do dvou banék.
Do jedné jsme pfidali vapnik v koncentraci 5. 10-4 M, do drubhé stejné mnozstvi
destilované vody a obé baitky jsme dali tfepat
na t¥epatku pf 29°C. V baiice s piidavkem
vapniku doflo béhem tfepani k podstatné mensi-
mu sniZeni proteolytické aktivity supernatantu
ne# u baiiky bez vapniku (obr. 3). Vapnik tedy
zietelnd zvysil stabilitu proteds v supernatantu
viadi ttepani.

P¥idani Ca*+ iontd do vzorku supernatantu
odebiranych v prabéhu sporulace nevede vzhledem
ke kontrolam s H,0 k zvySeni proteolytické
aktivity.

Obr. 3. Vliv Cat* iontd na stabilitu enzymi v supernatantu

odebraném v dobd pokrotilé sporulace (29,6 % spor). Osa x:

délka tiepéni supernatantu na tfepadce pfi 29°C v hodinéch,

osa y: proteolytickd aktivita v mg kaseinu natrdaveného za

30 minut. 1 — — — supernatant s piidavkem Cat + jontu,
2 supernatant s ptdavkem H,0.

0 3 3
Prechod vapniku z media do sporulujicich bunék

Obsah vépniku v buitkdch pfed a po sporulaci jsme zjistili spektralni analysou.
Na norméalni piidé doslo b&hem sporulace k zvyseni obsahu vapniku v buiikich
z 0,011 9%, na 0,041 %, Ptidavek vépniku 2 mg na 1 litr zivné pudy (5.10-5 M)
zvysil podstatnd rozdily v obsahu vapniku pfed a po sporulaci, nedostatoval viak
k udrZeni stability proteolytickych enzymii v prostfedi b&hem sporulace. Souvislost
poklesu proteolytické aktivity s vydepavinim vépniku z media béhem sporulace
tak zistala zachovana.

L

025

S0
Obr. 5. Obsah vépniku v burikdch vysporulova-
nych v pfitomnosti riznych koncentraci vépniku.

0 SI0°M SI0°M

Obr. 4. Prevod vépniku do sporulujicich buné&k

a vliv tohoto procesu na proteolytickou aktivitu
ného

v mediu. Osa z: std¥ kultury v hodinédch.
1 ——— obsah vépniku v buiikdch v procen-
tech véhy suSiny, 2 — — — proteolytickd akti-
vita v mg kaseinu natrdveného za 30 minut,
procento spor.

Osa z: koncentrace roztoku vépniku pfi

12. hodinu do kultury (10 ml do 90 ml kultury).

Osa y: obsah vépniku ve vysporulovanych bur.-

kéchi (17. hodinu kultivace) v procentech véhy
susiny.
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Spektralni analysa ukizala, Ze mezi 12. a 15. hodinou, tedy v dobé vytvaient
spor, dojde k podstatnému zvySeni obsahu vépniku v buiikdch (obr. 4). Spory vy-
tvofené v buikich v této dobé maji sice jiz viechny optické vlastnosti spor, jsou
ale jeSté mladé, nemaji jesté schopnost udriet barvivo pti odbarvovani pii pouziti
Schmidtovy (1950) metody. Tuto schopnost zisk4vaji teprve po dalsich hodindch
kultivace.

Jestlize jsme pfidali vapnik pt¥ed sporulaci v znatné vyssich koncentracich, ne-
dochézelo nad koncentraci 5. 10-* M ke zvySeni obsahu vapniku ve vysporulova-
nych bunkach (obr. 5).

Diskuse

Z udaju literatury je zndma nutnost nékterych iontd a soli jednak pro samotny
proces sporulace u bacild a klostridii (Curran a Evans 1954, Fabian a Bryan 1933,
Foster a Heiligman 1949, Charney, Fischer a Hegarty 1951, Grelet 1952a, b, Knaysi
1945, Leifson 1931, Weinberg 1955), jednak pro aktivitu a stabilitu bakterijnich
proteas (Gorini a Fromageot 1949, Gorini 1950, Gorini a Crevier 1951, Levinson
a Sevag 1954). Cilem této price bylo zjistit, zda i u Bac. megatherium nedochézi
pred sporulaci nebo béhem tohoto procesu k vyterpani nékterych ionttt z media,
které jsou nutné pro stabilitu nebo aktivitu proteolytickych enzymi.

Skuteény obsah vapniku pfiddvaného do pady ve smési ionti zfejmé neodpovida
obsahu teoretickému. Vapnik se miZe sraZet nejen jiz ve smési soli jako sulfat, ale
i v hotové pidé jako fosfat. Sterilisace i filtrace p¥i ptipravé zivné pidy vedou
k dalsimu sniZeni obsahu vapniku. Vépnik v kaseinovém substratu ziejmé neuplat-
huje pii inkubaci sviij vliv na protedsy, odebrané bé¢hem sporulace.

Pridéni ionth manganu, ktery podle tidaju literatury je nutny pro predsporulaéni
obdobi u Bac. subtilis (Weinberg 1955) a podle jinych wdaji aktivuje protedsy
Bac. megatherium (Levinson a Sevag 1954) nemélo pii naSem slozeni media Zadny
vliv ani na proteolytickou aktivitu ani na sporulaci.

Vysledky provedenych pokust ukazuji, Ze p¥i mensim obsahu vapniku v Zivném
mediu se projevi souvislost mezi sporulaci a stavem proteolytickych enzymi v mediu.
Je-li v Zivné pidé vyssi koncentrace vapniku, nei kolik ho vyzaduji sporulujici
buitiky, tato souvislost se neprojevi. Podobny vliv zvysené hladiny vapniku v mediu
na prib¢h proteolytické aktivity prokdzal téz Zofka (1955) u Bac. cereus var.
thuringiensis.

Vznikd otazka, zda maly obsah vdpniku v ndmi pouzivané Zivné ptdé neni pii-
¢inou lability proteolytickych enzymi v pribéhu celé kultivace a nikoliv jen pti
sporulaci a zda neni pokles proteolytické aktivity pii sporulaci pouze vysledkem
ukonceni produkce proteds. Vysoka proteolyticka aktivita v kultufe pred sporulaci
by pak byla zpiisobena jen neustidlym obnovovanim hladiny enzymu v mediu
v ndhradu za denaturované molekuly enzymu. Tuto moZnost popiraji tyto zjisténé
udaje:

1. Citlivost proteis ke tiepani se zfetelné zvySuje aZ béhem vlastniho procesu
sporulace (Vinter 1956).

2. V ptitomnosti sporulujicich bunék dochdzi k mnohem rychlejsimu poklesu
proteolytické aktivity nez u samotného tiepaného supernatantu (Vinter 1956).

3. Znat¢né zvySeni obsahu vapniku v buiikdch b&hem sporulace svédéi o tom,
ze toto mnozstvi vapniku bylo aZ do sporulace ,k disposici*“ pro stabilitu proteo-
Iytickych enzymu v prostiedi.

4. Naruleni sporula¢niho nebo pfedsporula¢niho mechanismu cysteinem (Vinter
1956) vede k udrzeni vysoké proteolytické aktivity v mediu.
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Vlastni diikaz zapojovani vapniku do bungk v prib&hu sporulace osvétluje Fadu
souvislosti mezi sporulaci a proteolytickou aktivitou v mediu. Z literatury je jiz
déle zndmo, %e spory bacilit obsahuji vice véapniku neZ buiiky vegetativni; schopnost
akumulovat vépnik je uvadéna v souvislost se stupném termoresistence vzniklych
spor (Curran, Brunstetter, Myers 1943, Sugiyama 1951, Grelet 1951, 1952a, b,
Powell 1953, Tinelli 1955a, b).

Nage prace ukazuje, e k prevodu vépniku do bundk dochdzi béhem vytvéfeni
spor a %e toto odderpavéani vapniku mize vést k zdvainym zménam v prostiedi.

Souhrn

1. Spektralni analysou jsme zjistili, Ze po vytvoreni spor obsahuji buiiky Bacillus
megatherium nekolikrat vice vipniku neZz vegetativni builky pred zahdjenim
sporulace.

2. Proteolytické enzymy produkované béhem vegetativniho ristu Bacillus mega-
therium vyZzaduji pro svou stabilitu vépnik.

3. K prudkému poklesu proteolytické aktivity prostfedi ndmi jiz diive zjiste-
nému béhem sporulace dochazi v Zivné pid®, kterd neobsahuje vice vapniku, nez
kolik ho spotiebuji butiky Bacillus megatherium p¥i vytvareni spor.

4. Poklesu proteolytické aktivity na pidé chudé vapnikem lze zabranit pridanim
nadbytku iont& vipniku pied sporulaci do kultury.
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Cnopootpasosanue Gamumm. I11.

ITepeXof KaIbUUA B KIETKH J CHUMKeHUe NpOTeONNTMYeCKON AKTUBHOCTH Cpefbl B TedeHHe
cnopoobpasosanna y Bacillus megatherium

B. Bunmep
Pesome

Mul ycTaHOBUIHM ¢ TOMOIIBIO CHEKTPOXMMUYECKOTO AHAJIN33, 4TO mocie o0pasoBaHuA crop
wierkn Bacillus megatherium cofiepmar B HecKoIbKo pas GCosblue Kambuus, deM Bere-
TATHBHbIE KIETKM Mo Hadauda cropoolbpasoBanus. I[J1s ycrofiYMBOCTY HpOTEOINTHYECKIUX DHBIMOB,
BRIJITIAOUNXCA B TeUeHHe BereTaTuBHOTO pocra Bacillus megatherium, tpefyerca wambuuit,
Ha6momaBmeecs Hamu yime paHee pesKoe CHWKeHHMe TNpOTEONUTHYECKON —AKTHBHOCTH
cpelisl B TeueHHe CIOpoo0pasoBaHUA OCYLIECTBIHETCA B TaKoil mmraresbHolt cpefe, Koropas
COflep:KUT He Goibllle KAJBUMA, YeM CKONbKO ero morpebyercd mis obpasoBanud cuop B. mega-
therium. ChumieHne mpOTeONNTHYeCKOH aKTHBHOCTH cpenpt, GefHoll KasblMeM, MOMHO Ipey-
npefuTh nyTeM NpuOaBIeHUA K KyIbrype M3OHTOYHOTO KoimdecrBa HoHoB Ca®™t mo Hauada
crniopooOpasoBaHuA.

Sporulation of Bacilli. ITI.,

Transference of Calcium to Cells and Decrease in Proteolytic Activity in the Medium in the Process
of Sporulation of Bacillus megatherium

V. Vinter
Summary

By means of spectrochemical analysis it was found that after the formation of spores, the cells of
Bacillus megatherium contain several times as much calcium as the vegetative cells before the commence-
ment of sporulation. The proteolytic enzymes produced in the course of vegetative growth of Bacillus
megatherium require calcium for stability. The sharp fall in proteolytic activity of the medium,
previously found by us, occurs in a nutrient medium which does not contain more calcium than is
required by the cells of Bacillus megatherium when forming spores. A decrease in proteolytic activity
in a calcium-deficient medium can be prevented by the addition of excess Ca** ions to the medium
before sporulation.
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Ceskoslovenska
MIKROBIOLOGIE
roénik 1. (1956) — &. 4

Produkty latkové vymény b&hem ristu Clostridium acetobutylicum
JOSEF DYR a JIRf PROTIVA
Vysok4 &kola chemicko-technologické, katedra kvasné chemie a technologie, Praha
Dodlo 22. 12. 1955

Prabdh acetonbutanolového kvaSeni, zptsobeného mikrobem Clostridium aceto-
butylicum (Weizmann), je jiz po desetileti intensivné studovén mikrobiology, kvas-
nymi technology a biochemiky. Shrneme-li vak dosud zjisténé skuteénosti, po-
znéme, %e cely proces, tfebaze je technologicky do urtitého stupné zvladnut, neni
ani zdaleka tak hluboce prostudovin po strance mikrobiologické a biochemické,
jako je tomu u n&kterych jinych procesi. Jednou z hlavnich p¥i¢in je ztiZeny labora-
torni vyzkum.

Clostridium acetobutylicum mé zviastni naroky na pFitomnost rastovych létek i obsah Zivin, hlavné
riznych forem dusflru, je striktnd anserobni a jeho vyvoj prochézi riznymi charakteristickymi fdzemi,
projevujicimi se kvalitativni zm&nou prostfedi. Prvni tak zvans . kyseld“ faze je charakterisovina
hromad¥nim kyselych produktii 14tkové vymaény, hlavnd kyseliny octové a méselné. Zvysuje se titradni
acidita prost¥edi a hodnota pH kles4. Ve druhé ,,redukéni* f4zi se podinajf tvotit neutrélni produkty,
plevains butanol, aceton, ethanol a obsah t&kavych kyselin v prostfedi kless. Tyto zmény se odrazeji
ve snifeni hodnoty titraén{ acidity a vzestupu pH prostfedi. Pti dobfe probihajicim kvaseni se hodnoty
pH a titradni acidite ddle nemsni. Nékteli autofi mluvi jests o tak zvané tfet{ fazi, charakterisované
mirnym vzestupem k¥ivky titrani kyselosti ke konci kvaseni; v tomto obdobi je tvoren plevéing jen
butanol, zatim co tvorba ethanolu a acetonu je téméf dokondena jiZ ve druhé fazi. Dyr uvadi, %e tato
tieti faze neni normalnim projevem a vyskytuje se za zvladtnich podminek prostfedi nebo pfi zeslabeni
mikroba. Dalgim charakteristickym znakem norméiniho prubshu kvadeni je koneény pomér rozpustidel
(butanolu k acetonu & ethanolu) roven 6 : 3 : 1; z4visi jednak na sloZeni Zivného prostfedi, zvl4sté na
druhu zkvagovaného cukru, jednak na vlastnostech pouZitého kmene klostridia.

Piiprava aktivnich kultur s trvalymi fysiologickymi projevy byla dlouhou dobu pfekézkou prii-
zkumu zékladntho metabolismu zminéného mikroba. Studie vyvoje a metabolismu ztézovaly i nejasné
definice pFirozengych projevii mikroba, kdyz byl kultivovén v laboratornich, umélych podminkéch.
Teprve Daviesovi a Stephensonové (1941) se podafila piiprava aktivnich suspensi Zivého mikroba
a mohlo byt pfikroteno k vyzkumu biochemismu tvorby koneénych produktu kvaseni. Po vyzkumech
sovétskych badatelis v oboru obecns biologickych zékonitosti vyvoje v Zivé pifrodé bylo zapodato se
studiem vyvoje i u mikroorganismu. V tomto rdamci byly fedeny i n¥které otézky fazovitosti v prubsdhu
acetonbutanolového kvaeni. Jsou to predn$ préce Ijerusalimského (1946, 1951), ktery studoval vyvoj
méselnych bakterif a vyvoj mikroba Clostridium acetobutylicum, ktery produkuje neutralnf rozpustidla.

Dosud nejsou zndmy podminky, vyvoldvajici pfechod kultury z prvé do druhé faze kvadeni, ani
nebylo zjist&no, co je pFitinou zmény fysiologické dinnosti mikroba. Ve svdtové literatute kromd sovdtské
nebyla tomuto zjevu vénovéna zvla$tni pozornost. V uvedené préci Ijerusalimského je tato skuteénost
vysvétiovana na zéklad$ vyvoje jednotlivew v kultuie béhem kvageni.

V této praci jsme se zabyvali pravé tim tsekem acetonbutanolového kvadeni,
kdy dochézi ke zméné prvé faze v druhou, pii ¢emZ jsme sousttedili pozornost jak
na podminky a stav vné&jsiho prostiedi, tak i na stav kultury vyvolavajici kvaseni.

Materidl a metody

Ve svych pokusech jsme pouzili produkéni kultury Clostridium acetobutylicum, kmen Ca 3, isolované
Dyrem v roce 1946. Ze zasobni kultury jsme piipravili konservy spor na smdsi 1 dilu zeminy a 1 dilu
prosatého pisku. Pfed uzavienim jsme konservy vysusili nad chloridem vépenatym. Konservy uzaviené
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Parafinem jsme uloili v chladnici Pii 4 4°C. Kmen Ca 3 zachovavd na zivné pudé ddle uvedeng
Pomér butanolu k acetonu piiblizné 2 : 1, tvofi viak méng ethylalkoholu, coz ale neni Povazovano za
projev horitho pribshu kvagen. Vegetativni inokula jeme rozvedli Ppro viechny pokusy z jedné konservy
spor.

Vsechny pokusy jsme konali na komplexni tekuté puds zalozené na Speakmanové smési soli:
K,HPO, — 0,1 %; MgS0, .7 H,0 — 0,02 %; FeS80, . 7 H,0 — 0,001 %; MnSO0, . 4 H,0 — 0,001 9;
NaCl — 0,001 %. K 750 mi roztoku téchto solf se pfid4 200 ml hlizové vody ze 12) g brambor, 40 g
glukosy, 4 ml kvasniéného autolysétu podle Weizmanna a 5 g kukufiéného extraktu (55 9, sudiny).
Objem se doplni na 1 litr.

Hlizovou vodu z brambor jsme pfipravili takto: jemné roztrouhané brambory jsme vylisovali a pro-
myli vodou. Hlizovou §tdvu a promyvaci vodu jsme slili. Obsazeny &krob jsme odstiedili, bilkoviny
srazitelné varem jsme odstranili vafenim v péfe po dobu 30 min. a odsttedénim. Hn&ds zbarvené
pruhledné tekutiny jsme pousili pro piipravu pudy. pH pudy pied sterilisact jsme upravili na 6,0.
Pidu jsme sterilisovali 30 minut v autokldvu v pére pii pfetlaku 1 atm. Po sterilisaci jsme ji prudce
ochladili proudem vody ns 35 a% 38°C a ihned zaotkovali vegetativnim inokulem 20 hodin starym,
Inokulum &inilo 2 % kone&ného objemu zivné pudy. Pro piipravu inokula jsme pouzili zkumavky
8 bramborovou zéparou, zaoékované nékoliks zrnky smési hliny a pisku z konservy spor, podrobené
tepelnému narazu po dobu 120 viefin. Zkumavky mély rozmér 16 X 180 mm. Kultivovali jsme je
Pfi 37—38 °C. Vzorky bshem kvageni jsme odebirali sklendnou trubitkou zasahujici do #ivného pro-
stfedi pretlakem sterilniho kysli¢niku uhlisitého.

Butanol a ethanol jsme stanovili podle Johnsona (1932), aceton jodometricky podle Goodwina (1920).
Kyselinu méselnou a octovou jsme stanovili v alkalickém zbytku po oddestilovani neutralnich pro-
duktt tym¥ postupem jako butanol a ethanol, s vyjimkou oxydaéni operace. Ke vzorkim do destila¢ni
zkumavky jsme pridavali misto oxydaéntho Einidla roztok 73,4 g K;80, v 1000 ml 5n H,80,. Pro
vypodet jsme experiment4lng stanovili destiladni konstanty podobné jako Johnson (1932) pro butanol
a aceton. Glukosu jsme stanovili metodou Shaffer-Hartmannovou (1921). Sudinu mikroorganismn
jsme stanovili odstfedénim 25 ml kultivaéniho media, promytim destilovanou vodou a sufenim
pti 105 °C.

Titraéni aciditu jsme zjidtovali titraci 10 ml odstfedéného %ivného prostfedi 0,1n KOH na
fenolftalein.

PH jsme metili chinbydronovou elektrodou na elektronkovém potenciometru typu Multoscop II.

Redox potencial jsme méitili platinovou elektrodou na potenciometru se zrcétkovym galvancmérem
jako nulovym piistrojem (L. Schiltknecht, Ziirich). Referentni elektrodou byla nasycena kalomelova
elektroda. M&tili jsme pii 30 °C. Jako zdroj standardniho napéti jsme pouzivali normalniho Westonova
¢lanku. K namsfenym hodnotém jsme pridetli 260 mV. Vzorky pro méfeni se jiz bdhem odbéru z kvasné
néddoby pokryly vysokou vrstvou husté pény, kterda omezovala styk méfens kapaliny se vzduchem,

Vysledky

Vlastni pokusnou &ist prace jsme zahdjili sledovdnim priabéhu kvasné kiivky
kultury Ca3 na uvedené zivné pads. Bylo tieba zjistit, zda prib&h kultivace a tvorba
Lo w koneénych produktii probihs podob-
¢ né jako na pfirozenych padach. Na
obr. 1. jsou vysledky jednoho z po-
kusti. Doba kvaSeni 60 hodin je
obvyklou kvasnou dobou dosahova-
nou v laboratornich pokusech s né-
kolikalitrovymi objemy. Také kiivky
titraéni acidity, vyjadiujici hromad&-
ni organickych, prevaing tékavych,
kyselin mély normalni prabsh se
dvéma zlomy. Prvni zlom (na grafu

Obr. 1. Kvasné kiivky Clostridium acetobuty-
licum, kmen Ca 3.
Krivky: 1 — plyn, 2 — butanol, 3 — acidita,
4 — aceton, 5 —glukosa, 6 —ethanol. Osa x :
ol o ; o Lo kultivace v hod., osa y : I — kvasné plyny
6 10 % 18 22 26 30 3 28 42 46 o 62 11 media, II — acidita, III — glukosa
v mg/ml, IV — rozpustidla v mg/ml.
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mezi 18. a 22. hodinou) se vieobecné povaiuje za znak pfechodu kvadeni do druhé faze.
Celkovy vytéZzek rozpustidel v provozni praxi byvé kolem 32 9%,, poditdno na vne-
seny cukr. V nafem p¥ipad®, po odedteni produktii vnesenych inokulem, vychazi
vytéznost 31 %, na zkvasenou glukosu. Po zjisténi téchto skutednosti jsme mohli
srovnadvat kvafeni na pouZitém tekutém mediu s kvaSenim na Skrobnatych za-
parach obvykle pouzivanych.

Tab. 1. Vliv sta¥#{ kultury na tvorbu produktu latkové vymény

Sta&fi kultury 10 hodin StaFi kultury 24 hodin
Mg/ml pred ro pred ro )
inkubaci | inkubaci rozdil inkubaci | inkubaci rozdil
Glukosa 30,40 22,65 — 17,75 20,90 13,87 — 17,03
Kys.octova 2,44 2,19 — 0,25 2,14 2,58 + 0,44
Kys. méasgelna 0,62 2,35 —+ 1,73 0,62 0,01 — 0,61
Butanol 0,18 0,80 + 0,62 2,66 4,14 + 1,48
Aceton 0,19 0,27 -+ 0,08 0,90 1,35 + 0,45
Ethanol 0,55 0,79 + 0,24 0,92 1,74 + 0,82
Acidita 2,80 — — 3,25 — —
Susina — 4,65 — — 5,65 —

Po tomto zdkladnim pokusu jsme mohli ptistoupit ke sledovani rozdild v meta-
bolismu kultury v prabéhu prvé a druhé fize kvaleni. Tyto rozdily lze jen zhruba
odhadnout z prib&hu ktivek acidity a neutralnich produkti béhem kvaseni. Pro
zjist&ni zavislosti biochemické &innosti na stafi a na stavu podminek wvnéjsiho
prostiedi je viak tieba kvalitativné a kvantitativné analysovat produkty latkové
vymény vznikajici ¢innosti mikroba v urditém, pokud moZno kratkém dasovém
intervalu.

Zalozili jsme proto pokus se zkoncen- ‘¢ "
trovanou Kkulturou mikroba isolovanou
z prvé a druhé faze kvaseni. 250 ml kvasi-
ciho media, starého 10 hodin, jsme odebrali

a8y 49

1 7 F+200
a buriky odsttedili 15 min. pfi 3000 ot/min.  ,,{ ,] 2 Ls |00
Medium prosté bunék jsme pretladili ] ., tsto
z kyvety dusikem aZ asi na 25 ml, v némz ] > < |-100
byly buriky opét suspendovany. Kulturu * 3 b-200
zhuiténou takto témér desetindsobné jsme  o2] 1{ L 1- 3500

inkubovali 2 hod. pii 37°C. Stejnym ] L}
postupem jsme pripravili koncentrovanou  edo
kulturu starou 24 hodin, prochazejici oo 0 kB
Za:éatkem druhé fé,zg kv?‘éeni' Z rozdili Obr. 2. Vztah mezi podminkami prostiedi a rus-
vysledku analys kultivaéni pldy pied a po  tem kultury Clostridium acetobutylicum. Kfivky:
inkubaci jsme ziskali idaje o biochemic- 1— acidita, 2 —susina, 3 —pH, 4 —Eh (30°).
ké dinnosti kultury ve znadénd kratkém
tasovém intervalu a tak jsme ve velké mife vyloudili faktor plynulé zmény meta-
bolismu p¥i pitechodu z prvé do druhé faze kvadeni. Srovnani Gdaju biochemické
¢innosti kultury v prvé a druhé fazi kvaseni je uvedeno v tabulce 1. Pokus jsme
opakovali stejnym zptsobem, aniZ bychom zjistili podstatnou zménu v kvantita-
tivnich pomérech analysovanych vzorkd. Z tabulky je ziejmé, Ze se obé kultury
lisf v produktech metabolismu, zvlaité v poméru k maselné a octové kyseliné.
Zajimala nas otazka podminek prostiedi, v némz se kultura b&hem svého rozvoje
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nachdzi a které prostfednictvim své latkové vymeény assimiluje a méni. Ovlivnénim
nebo zménou jednotlivych sledovanych podminek prostiedi cht&li jsme zjistit ty
nutné podminky, které vyvoldvaji (nebo spolupiisobi) prechod kultury do druhé,
produkéni fize kvaseni.

Ptipravili jsme ¢tyii stejné pokusy, v nich# jsme sledovali hodnoty redox poten-
cidlu a pH, pribéh tvorby kyselin a postup vytvateni bakterijni hmoty v obdobi
prvé a druhé fize. Za znak piechodu kultury do druhé fize kvaeni jsme povazovali
zlom v ktivee titraéni acidity. Bailky obsahujici po 1500 ml tekutého media jsme

A oo

1 " [/ 313

104 s b S 104s 3 T

2 r - - - o
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1 7 te200 | A7 200
064 3 6 100 064 314 6 100
3 sto Idsto
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68 12 16 20 24 28 32 68 12 18 20 24 28 32
Obr. 3a. Kontrola. Obr. 3b. Vznikajici kyseliny &dsteénd

neutralisovany uhli¢itanem sodnym,

Vztah mezi kiivkami sudiny a titradni acidity béhem kultivace Clostridium acetobutylicum. Kiivky:
1 — acidita, 2 — susina, 3 — pH, 4 — Eh. Osa x : kultivace v hod. Osa y : I — susina v mg/ml], II —
acidita, IIT — pH, IV — Eh (30 °).

zaotkovali 30 ml vegetativniho inokula starého 20 hodin. Poéinaje osmou hodinou
kvaseni odebirali jsme vzorky kaidou &tvrtou hodinu a zjistovali jsme titradni
aciditu, pH, Eh a bakterijni susinu. Priub¢hy kiivek uvedenych na obr. 2 se shoduji
s ostatnimi tfemi paralelnimi pokusy. Ve vSech ptipadech doslo ke zlomu titraéni
acidity mezi 12. a 16. hodinou kvageni. Tomu odpovidé i kiivka pH, ktera se po
pocateénim poklesu udrzuje béhem druhé fize na stejnych hodnotach. K¥ivka Eh
prudce klesd jiz v prvnich hodindch do zdpornych hodnot a lime se diive, ne%
dosdhne kiivka acidity vrcholu. V daldich hodinich kultivace jen mirng stoups.
Velmi zajimavy prubéh mi kiivka sudiny. Ve viech piipadech méla pomérné ostry
vrchol a dosahovala maxima vidy pfed zlomem kiivky acidity. To znamena, Ze
k mnozeni bakterii a nartstu mikrobni masy dochdzi pouze v prvé fazi. Kroms
kiivky suliny a titra¢ni acidity nenastaly v ostatnich m&fenych veli¢inich zmény
takové velikosti, které by mohly byt pfi¢inou zmény fysiologické &innosti kultury.
Ze viech sledovanych zmén v kultufe se méni pouze mnozstvi susiny a velikosti
titraéni acidity v obdobi ptechodu fazi do takové miry, Ze by mohly byt piiginou
zmény v biochemické ¢innosti mikroba. :

Abychom ur¢ili, zda je pfrechod kultury do druhé fize zdvisly na nahromadéni
uréitého mnozstvi volnych kyselin, nebo zda tvorba neutralnich rozpustidel nastava
z diivodi energetickych az v dobé, kdy kultura prestava syntetisovat Zivou hmotu
a mnozit se, oddélili jsme v dal$ich pokusech prubgh kiivek titraéni acidity a susiny
tim, Ze jsme &ast organickych kyselin, tvorenych v prvnich hodinich kvageni,
neutralisovali. Nejprve jsme pouzili uhli¢itanu sodného, ktery jsme pridali na tiikrat
béhem prvnich deseti hodin kvaseni. Vysledky z tohoto pokusu jsou uvedeny ve
srovnani s kontrolou bez pfidani uhli¢itanu na obr. 3a a 3b. Kontrolni kvageni
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probihalo normélnim zpisobem s maximem suiny a vrcholem kiivky titra¢ni
acidity mezi 12. a 16. hodinou. Nésledkem neutralisace kyselin na posatku kvaseni
se zménila jen kfivka titradni acidity a pH. Kiivky redox potencidlu a suSiny
probihaji podobné jako v kontrole. Titra¢ni acidita v dobs, kdy kondi mnoier}i a rast
klostridii, je znadné nizéi a nevrcholi, nybr se po osmihodinové prodlevé dale zvy-
Zuje. To svéddi pro domnénku, Ze velikost titraéni acidity anebo mnozstvi volnych
kyselych produktt latkové pfemény neni &initelem, ktery je prfidinou zastaveni
mno¥eni mikrobii a prechodu kvaieni do druhé redukéni faze.

Lo .o Lo . v
W13 [ 04 5 r

Q8 41 - r Q8

056 1 o 06 1

0 24 h +200 044 24

T
N WA Loy
L
.
<

+ 0 q24 14

LA S Saa S S g
N W N N
T T

*

W

Q

o

(]

T

5 1 1% 18 22 26 30 33 6 0 1% @ 22 26 30 33

Obr. 4a. Kontrola. Obr. 4b. Vznikajici kyseliny neutralisovany
uhliditanem vépenatym.

Vliv velikosti susiny a titraénf acidity na prechod kultury Clostridium acetobutylicum do druhé ,,redukén{‘
faze. Kiivky: 1 — acidita, 2 — susina, 3 — pH, 4 — Eh, 5 — aceton. Osa x : kultivace v hod. Osa y :
I — aceton, sufina v mg/ml, II — acidita, III — pH, IV — Eh (30 °).

Vysledky z pokusu s jednordzovou neutralisaci vznikajicich kyselin mirnym nad-
bytkem uhlititanu vapenatého jsou uvedeny spolu s kontrolnim kvaSenim na
obr. 4a a 4b. V tomto pokusu jsme rovné? sledovali tvorbu acetonu, ktery je charak-
teristickym produktem latkové pfemény ve druhé fizi kvaleni, jak jsme ukazali
vyde. V tomto pokusu jsme ozrejmili vztah mezi hodnotou titra¢ni acidity, ristem
klostridii a tvorbou acetonu. V kontrolnim pokusu dochazi k tvorbé acetonu po
dosazeni maxima suliny, to je jest& v dobé, kdy piibyva tékavych kyselin v pro-
stfedi. Jiz z toho bychom mohli soudit, Ze doba zlomu kiivky titra¢ni acidity neni
shodn4 s prechodem fizi. Tato domnénka je upevnéna vzijemnymi vztahy vySe
uvedenych hodnot pii kvadeni probihajicim z po¢itku za pfitomnosti uhliditanu
vapenatého. Tam doslo ke zlomu titraéni acidity aZ kolem 26. hodiny, zatim co
ktivka suSiny vrcholi mezi 14. a 18. hodinou. Tvorba acetonu charakterisujici
druhou fazi kvaSeni zadind intensivné od 14. hodiny a je ziejmé zavisld pouze na
prechodu kultury do stacionarniho (klidového) obdobi.

Diskuse

V této praci jsme zjistovali zavislost mezi narustanim bakterijni hmoty u Clostri-
dium acetobutylicum, zménou reakce prostfedi a produkei oxydovanych a reduko-
vanych forem metabolitd. Ze ziskanych vysledki nelze jesté &init zavéry o vyvoji
tohoto mikroba. Na§i snahou bylo zjistit podminky nutné pro pfechod kultury
z prvé ,kyselé fize do druhé produkéni faze, pfedevsim z divodd praktickych.

Z literatury i z vlastni zkuSenosti vime, Ze kritickym obdobim celého aceton-
butanolového kvaseni je jeho prvni faze, kdy je kultura velmi citlivd na vnéjsi
vlivy a velmi maélo odolna proti infekei. Pouze zjisténim optimalnich podminek pro
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dovrSeni prvni fize a pro prechod do faze produkéni zaruéime dobry prubé¢h a maxi-
malni vytézek neutralnich produkti.

Z biochemické ¢innosti kultury v prvé a druhé fazi kvaSeni jsme ziskali obraz
zmény v enzymatickém systému mikroba b&hem kvageni. Povazujeme-li kyselinu
octovou za piedchiidce kyseliny méselné, coz bylo dokdzéno v nékolika pracich
(Wood, Brown a Werkmann 1945, Davies 1942), je zfejmé, Ze v prvych hodindch
kvaseni je produktem latkové premény predeviim kyselina octové, kters se hromadi.
Jesté v desité hoding je pomér octové kyseliny k maselné kyseliné znaéné posunut
ve prospéch kyseliny octové; v této dobé je vsak kyselina octové rychle piemétio-
vana na kyselinu maéselnou, coz se projevi ubytkem celkového mnozstvi kyseliny
octové a znaénym piirastkem kyseliny maselné p¥i dvouhodinové inkubaci zkon-
centrované kultury. Druhy zptsob pfemény kyseliny octové, totiz na aceton, pro-
bihd v této fizi jen velmi pomalu. Zato tvorba butanolu a ethanolu probiha v jisté
mite uz pted zlomem kiivky titraéni acidity. Ve druhé fazi kvaseni se tvoii ve vétsi
mife neutralni produkty, zv1asts butanol. V souvislosti s tim je zpracovéna kyselina
méselnd rychleji nez se tvoii z kyseliny octové. Naproti tomu samotna kyselina
octovd se hromadi a je tak zdrojem i pro tvorbu acetonu a piipadng i ethanolu.
Je ziejmé, Ze jedinym charakteristickym produktem druhé fize kvaseni je aceton.
Ethanol a butanol se tvoii i v prvé , kyselé fazi kvaseni, i kdyZ v malém mnozstvi.
Znakem prechodu kultury do druhé faze kvadeni je stoupajici tvorba acetonu.
Z nafich pokust s neutralisaci kyselin, hromadicich se v prvé fazi vyplynulo, Ze pro
piechod kultury do druhé fize neni rozhodujicf mnozstvi volnych kyselin a tim
i v jistém rozsahu zména pH. Zmény hodnoty pH mohou mit vliv na rychlost
jednotlivych dil¢ich reakei, jsou-li dostatednd velké. Avsak rozdily pH, které jsme
naméfili, nevysvétluji nijak objeveni se schopnosti tvofit aceton ve druhé fizi kvagent.
Podobné je tomu i s velikosti redox potencidlu; jeho zména se zdi byt spojena
s prudkym mnoZenim mikroorganismi, jak to uvadi Hewitt (1950). Redox potenciél
je pro striktni anaeroby spiSe limitujicim faktorem v prvnich hodindch ristu mikrobn
v terstvém kultivaénim prost¥edi. P¥i¢inou zmény metabolismu neni tedy posunuti
rovnovéh téch enzymatickych reakei, kterymi je piemétiovan centralni produkt
latkové vymeény Clostridium acetobutylicum (podle novéjsich nazora kyselina octova
nebo jeji aktivni forma) na kyselinu maselnou nebo na kyselinu acetooctovou.
Soustfedili jsme se proto na mnozeni kultury, kde prib&h respektive dokondeni
logaritmické faze souhlasilo v naSich pokusech s dobou prechodu fazi a s podinajici
tvorbou acetonu.

V diivéjsich pracich Peterson a Fred (1932) a v novéjiich Ijerusalimskij (1946)
uvadéji kiivku poétu mikrobii v priibéhu kvaSeni. Dosud viak nebyl rist mikroba
uveden do pfi¢inného vztahu s fazovitosti acetonbutanolového kvageni. Ve své praci
jsme nezjistovali mnozZstvi bakterii poditanim a vyéislenim v ur&itém objemu,
nebot bychom neziskali pfedstavu o intensité tvorby bunééné hmoty a o rozsahu
syntetické ¢innosti uvnitt buitky. Domnivame se, Ze pfi¢inou hromadéni energeticky
chudsich latek v prostiedi (oxydované formy) je zvySend spotfeba energie pro
syntesu bunééné hmoty, kterd v prvni fazi logaritmicky nartisté. Teprve po do-
konéeni mnozZeni a rastu bunék v kultufe nastupuje druhé fize kvafeni charakte-
risovand tvorbou redukovanych produkta, totiz ethanolu a butanolu.

Povazujeme proto za hlavni podminku dobrého pribshu acetonbutanolového
kvaSeni zajisténi optimalnich pomérd pro rychly rozvoj kultury a zvlasté piipravu
aktivnich, rychle se mnoZicich produkénich kment Clostridium acetobutylicum.

Souhrn

Pti studiu fysiologické ¢innosti mikroba Clostridium acetobutylicum v prvé a druhé
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fazi acetonbutanolového kvaSeni jsme zjistili, Ze pouze aceton je produkt charak-
terisujici pfechod kultury do produkénf fize kvaSeni.

K ptechodu do druhé, produkéni faze kvaseni dochézi aZ po dokondeni mnoZeni
a rastu bunék v kultufe, nezdvisle na mnoZstvi nahromadénych volnych kyselin
v prostiedi.

Zména v prab&hu kiivky titradéni acidity, vSeobecné spojovani s prechodem
kvageni do druhé fize, je podle vysledkd nasich pokust disledkem zmén fysiologické
¢innosti kultury po dokondeni jejiho ristu a mnozeni.
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Hponykrer o6mena Bemecrs B Tedenme pocra Clostridium acetobutylicum
H, Dup u H, ITpomusa
Peswome

Uccnenya ¢uauosoruio susnefenrenbHocTi MukpoGa Clostridium acetobutylicum B mepsoit
1 Bo Bropo# fa3ax aueron6yTanoiioBoro GpoieHuA, MH YCTAaHOBUIIM, YT TOIBKO AlleTOH ABIAETCH
TIPOJIYKTOM, XapaKTepU3YOLUM BCTYIiIeHHe KyJIbTYpH B NpOAYKTHBHYIO (asdy GposKeHMA, —
epexofl Bo BTOpYI0, HpOoM3BOAUTeNbHYI0 (asy GpoxeHHA OCYLIECTBIAETCHA TOJIBKO IIOCHIE OKOH-
YaHUA POCTa M pABMHOMKEHUA KIETOK B KYIbType, — He3aBHCHMO OT KOJNYecTBA HAKOINBIINXCH
B cpefle CBOGOAHNX KucioT. — VaMeHeRnA B Xofle KpHBOR THTpYeMolt KUCIOTHOCTH, KOTOpHE MpH-
HATO COMOCTABJIATE CO BCTYMIIeHMeM GposeHUs Bo Bropylo $asy, ABIAIOTCA, CYRA N0 pe3yibraraM
HAIUNX OTIHITOB, NOCHe/iCTBHEM PHBHOTOIMIeCKHX UBMeHeHUM HUBHeTeATETLHOCTH KYAbTYpH NoCJTe
OHOHYAHWA ee pOCTA M PABMHOMKeHUA,

Products of Metabolism during the Growth of Clostridium acetobutylicum
J. Dyr and J. Protiva

Summary

It was found, from the physiological activity of Clostridium acetobutylicum in the first and second
phase of acetonbutanol fermentation, that only acetone is the product characterising the transition
of the culture into the production phase of fermentation. Transition into the second, production phase
of fermentation occurs only after proliferation and growth of the cells in the culture is complete,
independently of the amount of free acids which have accumulated in the environment. According
to the results of our experiments, the change in the course of the titration curve of acidity, which is
generally combined with the transition of fermentation into the second phase, is due to changes in the
physiological activity of the culture following completion of growth and proliferation.
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Kultivaéni charakteristiky desulfurika¢nich bakterii z naftovych lozisek
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Ustav pro naftovy vyzkum, biochemické oddéleni, Brno
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vy

Desulfurikaténi bakterie je mozno povazovat za nejvyznamnéjsi skupinu mikro-
organismi, Zijicich v naftovych loziskach.

Ginzburg-Karagiteva (1926) a Bastin (1926) zjistili v pfevéiné vétsind vzorku naftovych vod éetné
zéstupce rodu Desulfovibrio a ve svych dalsich pracich dokézali, #e s ¢innosti téchto bakterii souvisi
nizky obsah sirani a vyskyt sirovodiku v typickych vodéch naftovych loZisek (Ginzburg-Karagiteva,
1933, Bastin a Greer 1930, Ginter 1930). Vyznamnou vlastnosti desulfurikanich bakterii je jejich
vztah k naftovym ublovodikum. Celd fada autoru dokézala, Ze bakterie rodu Desulfovibrio rozkladaji
nejrizndj#f kapalné uhlovodiky obsatené v nafté a zpisobuji tak zmény v chemickém sloZeni i fysi-
kélnich charakteristikdch suroviny (Tauson a Alefina 1932, Novelli a ZoBell 1944, ZoBell 1950). Uspen-
skij, Gorskaja a Karpova (1947) soudi, %e s aktivitou desulfurikaénich bakterii souvisi rizny charakter
naft, nalézanych v riznych hloubkéch v té%e naftonosné oblasti. Desulfurikainim bakteriim se pfi¢ita.
také dulexité uloha pii genesi nafty (Porfirjev 1948, Raddenko 1951, Jankowski a ZoBell 1944). Pod-
kladem pro tyto uvahy jsou zejména zjistdni, %e tyto bakterie produkuji kapalné uhlovodiky pfi asi-
milaci mastnych kyselin. ZoBell (1947) také dokdzal, #e desulfurikadni bakterie pfispivaji k uvolilovéni
adsorbované nafty z naftonosnych hornin. Na zéklad® tohoto pozorovéni se stavaji tyto bakterie také
nejvyznamndjsi bakterijni skupinou pro vyuziti mikrobiologickych metod pfi t&Zbd nafty.

Po zjisténi desulfurikadnich bakterii ve vodach naftovych loZisek v (SR jsme
zadali tuto fysiologickou skupinu podrobngji studovat. Prvni vyzkumné prace,
které shrnuje toto sdéleni, byly zaméteny ke zjidténi podkladid pro laboratorni
kultivaci loziskovych desulfurika¢nich bakterii.

Materidl a metody

Pro nahromadéni desulfurikadnich bakterii ze vzorki naftovych vod i k jejich dalsi kultivaci jsme
pouzili Zivného roztoku tohoto slozeni: K,HPO, 0,1 %; NH,CI 0,1 %; CaCl, 0,01 %; MgCl, 0,01 95;
Na,80, 0,1 %; Na,S0, 0,02 %; mléénan amonny 70 % 0,5 ml/100 ml zivné pidy; kvasnitny extrakti
10 mg/100 ml zivné pudy.

Vychozi pH zivného roztoku po sterilisaci bylo upravovéno na 7,0 a oxydoredukéni potencidl na
hodnotu Ey, kolem -+ 50 mV. Pro nékteré pokusy jsme tuto Zivnou ptdu zvlést upravili, jak uvédime
podrobné&ji pii popisu praci. Pro stanoveni délky lag-faze jsme Zivnou padu obohatili stopami Fet,
co% umoziiovalo visualni indikaei vzniku sirovodiku (srazenina FeS).

Ke kultivaci jsme pouzivali dobfe tésnicich reagenénich lahvi obsahu 50 ml se zabrousenou zatkou.
Pro nahromadovaci kultury, ziskévané z naftovych vod, jsme upravovali prostredi jesté pridavkem
zeleznych hoblin (podle ndvrhu Ing. J. Bérty z Vyzkumného ustava kvasného primyslu).

Jako inokula jsme pouzivali kultur desulfurikaénich bakterii pfedkultivovanych v Zivném roztoku
s mléénanem po dobu 3 dnii. Objem pouzitého inokula &inil 0,5 9, objemu otkované pudy; 1 ml inokula.
obsahoval ptiblizng 107 bakterii. Dobu kultivace jsme volili podle potfeby jednotlivych pokusi; nepfe-
sahovala zpravidla 6 dni. Kultury byly inkubovény v termostatu pfi teploté 32 °C. Potet bakterii jsme
stanovili ptimou mikroskopickou metodou.

Reprodukovatelnost vysledki, ziskanych touto metodou, byla ovéfena srovnénim se stanovenim
podtu desulfurikaénich bakterii zfedovaci metodou v Zivném roztoku s mléénanem.
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Délku féze zdrieni (lag-fize) ve vyvoji kultury jsme zjistovali podle vyskytu prvnich stop &erného
sedimentu (FeS) v kulturdch, opatfenych stopami Zeleza. Proto jsme p&stovali bakterie paralelnd
v Zivngch pidéch s Fet+ (pro stanovenf lag-fize) a bex Fet+ (pro polarografické stanoveni H,S).
V prubshu lag-faze a logaritmické faze, které byly pro nade pokusy rozhoduji¢i, jsme nezjistili pod.-
statnych rozdili ve vyvoji desulfurikadnich bakterii na obou druzich Zivnych pud.

H,8 v kulturdch jsme stanovili polarograficky, pomocf méteni anodické viny v prostiedi 0,1 n NaOH
(Hemala, Marek a Valdikové 1955). ’

Pro ziskéni dostatedného vybdru materidlu pro testovéni kultivaénich podminek jsme nahromadili
desulfurikaéni bakterie z 89 vzorkii loZiskovych vod, odebrangch ze 6 naftonosnych oblasti. V 85 9,
pHpadi jsme zjistili vyskyt bakterif rodu Desulfovibrio. Ziskané nahromadovaci kultury jsme pfeotko-
vévali za standardnich podminek 6 a% 12krat a v pribshu jejich kultivace jsme sledovali délku lag-féze.
Od &tvrtého preotkovani nabyvala ve v&tding pHpadi lag-fdze urditého rozpéti, které se jiz pti daljich
pfeoékovénich podstatn® neménilo. U pfevéiné vétdiny ziskanych kultur trvala lag-féze asi 18 hodin.
Z této skupiny kultur byla vybrédna kultura pro dalsi pokusné préce. P¥i mikroskopickém pozorovéni
této kultury (obr. 1 a 2) jeme zjistili typické vibriové formy. Buiky jinjch druhd, které by ukazovaly
na znetiStdni kultury, jsme prakticky nemalezli. Pfi kontrole &istoty na MPA jsme viak zjistili, e
bakterie rodu Desulfovibrio jsou v kultufe provézeny gramnegativnimi sporulujicimi mikroorganismy
a grampositivnimi koky (obr. 3, 4). Oba pruvodni mikroorganismy se vyskytovaly v kulturdch desul-
furikadnich bakterif zdkonité pfi postupném pieodkovéni a jejich koncentrace v kulturdch byla zhruba,
o 2 ¥4dy niZsf ne¥ koncentrace bakterii rodu Desulfovibrio. Po strénce fysiologické méla tato smésné
kultura pfi kultivaci na standardnf ptidé s mlédnanem stélé vlastnosti (délka lag-faze, intensita redukce
sfranti a produkce H,S).

Vysledky
Vliv vychoziho pH a E,, prosttedi

Pro tyto price jsme pouzili Zivného roztoku s mléénanem, upraveného po steri-
lisaci na Zddané pH n/10 NaOH nebo n/10
HCl. Pti sledovani vlivu vychoziho pH ! H
jsme neupravovali vychozi oxydoredukéni /5 |#
potencidl Zivného roztoku (E, 4 350 mV  mgm

pii pH 7). Pii pokusech sledujicich vliv 160 &
redoxpotencidlu jsme pracovali s padou, 150 60
majici pH 7. Oxydoredukéni potencidl byl %40 0

—~———— |20

upravovan 39, roztokem thioglykolatu 3¢
amonného. Pro kazdou obménu #ivné 29
pidy jsme zafadili t¥i opakovdni. Vy-

sledk ozorovani isou zfeimé z obr. 5 a O’br. 5. Vliv vychoziho pH na vyvoj desulfurikad-
tab %’ P ] 1 nich bakterif. Kf¥ivka I — produkce sirovodiku

(mg/1) za 6 dni. Ktivka IT - délka lag-féze (hod.).

5 6 7 8 pH

Tab. 1. Vliv vychoziho E Tab. 3. Vliv st4ti kultury

, ; Délka lag- Mnozstvi H,S po Stari predkultiv. Délka lag-faze
E 2 £

Vychozi En fédze hod. 6 dnech mg/1 kultury ve dnech | otkované kultury
+ 350 36 1495 + 3,5 2 20 hod.
+ 202 24 151,5 + 3.1 3 24 hod.
+ 110 24 165.2 & 3.1 : 80 hod.
0 18 167.2 + 2.8 : 36 hod.
— 22 18 168.3 1 3.2 8 38 hod.
— 40 18 165.2 & 3.2 . 38 hod.
— 60 24 165.3 & 2.9 1(2) gg:’f
— 101 24 163.2 & 3.6 1% 13 o
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Vliv kvasni¢ného extraktu

Pro pokusy jsme pouzili zahudténého kvasniéného extraktu amerického puvodu
(bez udani vyrobce). 1%, roztok kvasni¢ného extraktu jsme pfidavali k zivné pudé

Tab. 2. Vliv kvasni¢ného extraktu

Kvasniény Délka HS
. >S5 po
extrakt lag-faze 6 dnech mg/1
mg/100 ml v hod. L mg
0 48 150,4 4 3,5
0,2 48 149,2 1 4,2
0,5 48 146,4 + 3,8
1 24 155,1 = 3,9
3 24 158,1 + 4,2
5 18 195,0 + 5,2
10 18 182,2 4 4,2
15 18 179,0 4 4,2
20 18 170,3 + 3.8
25 18 170,5 + 3,9
30 18 171,2 4- 2,3
50 18 172,1 + 4,2
100 18 174,2 -+ 3,2 %
|

"

100

T (AR S Raiehs T
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Q0005 00! Q005 Qo1 . 005 Qf

00001
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Obr. 6. Vliv koncentrace siranu v prostiedi.

Osa z : log koncentrace Na,SO, .10 H,O (mol.)

v zivném prostiedi. Kiivka I - délka lag-faze

(hod.). Kiivka II - produkce sirovodiku (mg/1)

po 6 dnech kultivace. Kiivka IIT - procento
vyuziti siranu.

s mlé¢énanem po sterilisaci. Kazda obména
zivné pady byla zafazena ve 4 opako-
vanich. Vysledky jsou uvedeny v tab. 2.
Koncentrace kvasniéného extraktu jsou
vyjadieny v miligramech susiny na 100 ml
zivného roztoku.

Vliv koncentrace siranu v prostiedi

Ke zjisténi vliva koncentrace sirant
na vyvoj desulfurikadnich bakterii jsme
pouzili Zivné puady s mléénanem s odstup-
novanymi davkami siranu sodného. Pro
piipravu Zivného roztoku jsme pouzili
stupné Cistoty ,.pro analysi” s vyjimkou
mléénanu amonného, ktery v této distoté
nebyl dosazitelny. Pro kazdou obménu
zivné pudy byla zafazena 4 opakovani.
Vysledky jsou uvedeny na obr. 6.

160 !

140 30 N i "
120125 " |300
100 {20

801 s / 200
601 9 00
40

201 % 0

5 6 7 8

Obr. 7. Rustové charakteristiky desulfurikaénich
bakterii. Osa z : poéet dni kultivace. Kiivka
I - produkce sirovodiku mg/1. Kfivka IT - potet
bakterii ve stomilionech (108). K¥ivka III - oxy-
doredukéni potencial (nV pii pH 7).

Ristové charakteristiky

Pro zjisténi moznosti hodnoceni intensity vyvoje kultury desulfurikaénich bakterii
jsme sledovali v priibéhu kultivace tyto charakteristiky: 1. Podet bakterii. 2. Mnoz-
stvi produkovaného H,S. 3. Zmény oxydoredukéniho potencidlu. V pokusu jsme
pouzili Zivného roztoku s mléénanem, jehoz pH bylo upraveno na 7,0 a oxydo-
redukéni potencial na E; 4+ 48 mV. Charakteristiky jsme sledovali v 5 paralelnich
kulturdch. Vysledky jsou shrnuty na obr. 7.
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Vliv stat{ kultury

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, jaky vliv ma staff kultury, pouZité jako in-
okulum, na vyvoj kultury z ni naotkované. Jako kriteria jsme pouzili délky lag-faze
naodkované kultury. Pro ziskdni srovnatelnych hodnot jsme naodkovali soudasns
60 kultur desulfurikadnich bakterii a inkubovali je p¥i 32°C v termostatu. Ve
zvolenych &asovych tsecich jsme pierusili kultivaci vZdy u 4 kultur a z nich na-
otkovali 16 kultivaénich lahvi s Zivnym roztokem stejného sloZeni, jako byl roztok
zvoleny pro predkultivaci. Vysledky pokusu jsou uvedeny v tab. 3.

Diskuse

K pokuséim bylo pouzito kultury desulfurikaénich bakterii, isolovanych z naftové
vody. Bakterie rodu Desulfovibrio byly v této kultufe doprovizeny privodni
mikroflorou, kterd nebyla dosud urdena. P¥i nékolikanidsobném pieotkovéni de-
sulfurikaénich bakterii z nahromadovacich kultur jsme ziskali pfi zpracovani vét-
Siny vzorkd naftovych vod kultury tohoto charakteru. Domnivime se proto, Ze
existuje fysiologicky vztah mezi desulfurikadnimi bakteriemi a privodni kulturou.
Toté% neni jiz mozno pfedpoklédat o ostatnich bakteriich, které jsme sice zjistili
v nahromadovacich kulturach, aviak v priibdhu postupného pteodkovavani vymizely.
Protoze v piirodnich podminkich (v naftovych vodidch) musime poditat rovnéz
s pusobenim desulfurikadnich bakterii ve smésnych kulturich, nesnaZili jsme se
ziskat pro pokusy &isté kultury rodu Desulfovibrio. Pro hodnoceni intensity vyvoje
kultur jsme pouzili jednak méfeni produkce sirovodiku (zpravidla po ukondeni
inkubace), jednak stanoveni délky fize zdrZeni (lag-faze). Druhy zpasob hodnoceni
byl sice ménd piesny, umoziioval vSak rychlejsi praci a snadnéjsi zvladnuti vétsiho
poétu paralelnich stanoveni. Jak je zfejmé z vysledkd provedenych pokusii, pro-
jevila se mezi ob&éma zplsoby hodnoceni dobra shoda (obr. 5, 6).

Pt#i sledovani vlivu vychoziho pH Zivného roztoku na vyvoj loziskovych desul-
furikaénich bakterii jsme zjistili optimum v rozmezi pH 7 az 8 (obr. 5). Tyto
vysledky souhlasi s udaji uvddénymi v literatufe (Rubendik 1947, ZaBell 1947).
Vychozi oxydoredukéni potencial neovliviioval pronikavé kone¢né mnozstvi produ-
kovaného sirovodiku, pisobil vSak zietelnd na délku lag-faze kultury. Jako opti-
malni se projevilo prostfedi, majici hodnotu E; v rozmezi od 0 do — 40 mV pfi
pH 17,0 (tab. 1). Vysledky na&ich pokust se shoduji s literdrnimi ddaji v tom, Ze
sniZeni redoxpotencidlu prostiedi usnadiiuje start kultury (Grossman a Postgate
1953), naméfené hodnoty vSak nesouhlasi Gpiné s udajem ZoBellovym (1947),
ktery zjistil optimélni vyvoj téchto bakterii pfi E, — 50 az — 350 mV pfi pH 7
a% 7,5. Ve shod® s udaji jinych autorti (Starka 1951) ukazuji nase pokusy, Ze pro
dobry vyvoj kultur desulfurikaénich bakterii stadi jen malé sniZeni oxydoreduké-
niho potencidlu prostiedi (zhruba pod -+ 150 mV pti pH 7). Pfidavek kvasniéného
extraktu jako zdroje ristovych latek se projevil piiznivé. Zfetelnd stimulace na-
stdvala pfi koncentracich 3 aZ 10 mg kvasniéného extraktu ve 100 ml Zivného
roztoku (tab. 2). Tento vysledek lze téiko srovnat s literarnimi idaji (Grossman
a Postgate 1953, Imfeneckij 1949, Starkey 1948), ponévadz v téchto pracich neni
podrobnéji popsana piiprava pouzitého kvasniéného extraktu.

Vliv koncentrace siranu v Zivném prostfedi na vyvoj desulfurikaénich bakterii
nebyl dosud, jinymi autory systematicky studovan. Zjisténi vlivu tohoto faktoru
je velmi dulezité jak pro urdeni optimalniho sloZeni Zivného roztoku, tak také pro
presn&jsi hodnoceni vyvijejici se kultury podle mnoZstvi produkovaného sirovo-
diku. Zasadni dulezitost ma také pro sledovani vyvoje desulfurikadnich bakterii
v prostiedi naftovych vod, které jsou zpravidla na sirany chudé. Z vysledki nasich

161

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500004-1



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500004-1

pokusi vyplyva, Ze se stoupajici koncentraci sirant pribyva celkového mnozstvi
produkovaného sirovodiku (obr. 6). I velmi nizké koncentrace sirant (0,0001 az
0,001 mol) umoiziiuji sice vyvoj desulfurikadnich bakterii, aviak rastovd kiivka
kultury v tomto prostiedi mé pomérng dlouhou fazi zdrieni. Siran je v rozmezi
téchto koncentraci prakticky kvantitativné zredukovan na sirovodik. Od koncen-
trace 0,003 ml zaujima jiz lag-fize minimélni ¢asovy tsek (18 hod.) a Pii zvySovani
koncentraci siranu se jeji doba dile nezkracuje. Se stoupajicimi koncentracemi
siranu klesd v8ak postupn& procento jeho vyuziti. Tento pokles je zvlasté zietelny
pri koncentracich vyssich nez 0,05 mol. Na zdklads téchto zjisténi je mozno pova-
zovat za optimdlni Zivné prostfedi obsahujici 0,005 az 0,02 mol Na,SO, . 10 H,0
(0,07 az 0,28 9, Na,S0, bezvodého). Pii pouziti vy$iich koncentraci siranu je mozno
dosdhnout vyssich vytézka sirovodiku, lag-faze se viak jiz nezkracuje a procento
vyuziti siranu rychle poklesa.

Vysledky sledovani ristovych charakteristik vyvijejici se kultury ukazaly, Ze
mezi vSemi pouZitymi métitky (podet bakterii, produkce H,S, redoxpotenciil)
existuje zdkonity vztah (obr. 7). Pii zjisténi rastovych kiivek jsou vSechny uvedené
zplsoby vhodné a pro podrobnéjii hodnoceni se vzijemns doplituji. Na kiivkach
produkce sirovodiku a podtu bakterii je vyrazni lag-fize, trvajici zhruba 1 den.
Na kfivce oxydoredukéniho potenciilu prostiedi se fize zdrieni neprojevila. Z to-
hoto vysledku je moZno soudit, Ze v obdobi lag-faze pti mnozeni bakterii dochazi
k vyregulovani oxydoredukéniho potencidlu. Na potatku logaritmické fize mnozeni
bakterii a produkce sirovodiku (asi po 18 hodindch kultivace) dosahuje oxydo-
redukéni potencidl zhruba hodnoty Ej, — 40 mV pii PH 7. Tato hodnota je shodné
s optimalnimi vychozimi hodnotami oxydoredukéniho potencialuy, zjisténymi v pred-
chazejicich pokusech (tab. 1). Logaritmicks fize trva za danych podminek zhruba
do konce 4. dne kultivace, stacionarni faze asi do 8. dne kultivace. Produkce siro-
vodiku od 6. dne kultivace prakticky jiz nepokraduje, takze konetné hodnoceni
jeho mnoZstvi v kultufe, jak jsme ho pouzivali p¥i svych pokusech, je moZno po-
vaZovat za vhodné.

V posledni pokusné serii byl hodnocen vliv délky predkultivace na aktivitu
inokula. Zjistili jsme, e kultura stars 2 az 3 dni je nejvhodnéjsi jako inokulum.
Ze srovnani s ristovou kiivkou desulfurikaénich bakterii (obr. 7) je ziejmé, ze
kultura tohoto stafi se nalézd v logaritmické fizi mno¥eni. Se stoupajicim stdiim
kultury se zmensuje jeji vhodnost k pouziti jako inokula, nebot se postupné pro-
dluzuje lag-fize. P¥i piedkultivaci del§i nez 10 dni zaujimé logaritmicka fize na
otkované kultury jiz velmi dlouhy ¢asovy tisek. Délka lag-faze velmi kolis a kultura
se tim stdvd nespolehlivou jako inokulum pro pkipravu dalsich kultur. Provedené
prace byly ptipravou pro daldf, podrobnéjsi studium loziskovych desulfurikadnich
bakterii. PYinesly zakladni poznatky o ziskdvani nahromadovacich kultur desul-
furikaénich bakterii z loZiskovych vod a o jejich dalg kultivaci za laboratornich
podminek. *

Souhrn

Studovali jsme podklady pro laboratorni kultivaci desulfurikaénich bakterii,
isolovanych z vod naftovych lozisek. K pokusim jsme pouzili smésné kultury,
obsahujici bakverie rodu Desulfovibrio provazené doprovodnou mikroflorou, ktera
nebyla blize uréena. Pro hodnoceni vyvoje kultur bylo pouzito méfeni produkce
sirovodiku a délky lag-faze kultury. Dospéli jsme k témto vysledkaim:

1. Optimalni vychozi pH pro kulturu desulfurika&nich bakterii je v rozmezi
hodnot 7 aZ 8.
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2. Optimélni vychozi oxydoredukéni potencidl Zivného roztoku je v rozmezi
E, 0 a% — 40mV pii pH 7. Dobry vyvoj kultury nastédva viak jiz pfi sniZeni oxydo-
redukéniho potencidlu pod hodnotu E;, + 150 mV pfi pH 7.

3. Piidavek kvasni¢ného extraktu pisobil pfiznivé na vyvoj kultury. Stimulace
produkce sirovodiku se projevila pii dévkach 3 az 10 mg kvasni¢ného extraktu
na 100 ml zZivného roztoku.

4. Koncentrace siranu v zivném prostiedi ovliviiovala délku lag-faze i produkei
sirovodiku. P¥i nizkych koncentracich Na,SO, .10 H,0 (0,0001 az 0,001 mol) byl
siran prakticky uplng redukovén na sirovodik, avSak lag-fize kultury byla pro-
dlouZena. Optim4alni koncentrace pro kultivacilezi v rozmezi 0,07 az 0,28 9, bezvo-
dého siranu sodného.

5. Pti sledovani podtu bakterii, produkece sirovodiku a zmén oxydoredukéniho
potencidlu v pritbdhu kultivace byla zjiSténa tasovd rozpéti jednotlivych fizi vy-
voje. Lag-faze trvala za optimdlnich podminek 24 hodin, logaritmicka féze dalsich
48 a7 72 hodin, stacionarni fize zhruba do 8. dne kultivace.

6. Optimalni doba ptedkultivace kultury pro dalsf ofkovéni je 48 aZ 72 hodin.
U kultur otkovanych bakteriemi po deldi predkultivaci se projevuje znaéné pro-
dlouZens a nepravidelnd faze zdrZeni.

Provedené prace byly piipravou pro daldi, podrobn&jsi studium desulfurika¢nich
bakterii z naftovych lozisek.

(Obrdzkové piilohy V, VI).
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RynbsraBanuonnble XapaKTepUCTHKH Aecy by pHBUPYOMEUX GaKTepuit
He(pTAHBIX MeCTOPOK/CHHI

M. Joemaner u M. Cnypruiii
Peswowme

UccremoBannch NpeNOCHIIKE A JaGopaTopHolt Kyabrusaimi fecyab@ypup yowux Sarrepnii,
NB0JUPOBAHHLIX M3 BOJ HeQTAHBIX MecTOpOKMeHHHA. J[IA OUHTOB HMCMONL30BAIMCH CMeIIAHHBIC
KYJbTYpH, coflepaBie Gaxrepun pofa Desulfovibrio ¢ compoBommaomeit, rouHee He ompene-
feHHO! MUKpoQuIOpoHt. [List OLeHKH pA3BUTHA KYJABTYDH U3MepAJNCE: BhijlelleHNe CepoBOfopoia
M OpOJOIIKATEIBHOCTE JAr-gaskl KyJbTYpH. BHin modyueHEl cilefyoinue pe3ylIbTaTH: ONTH-
MaabHOe MCXOfiHoe 3HadeHne pH kyabryps Aecymbdypupyromux Gakrepuit Jesur B mpefienax
pH 7—8. OnrumanbHblil MCXOZHEIN OKICINTETBHO-BOCCTAHOBUTENBHBI NOTERIMAI MATATEILHOTO
pacTBopa HAaXOMUTCA B Npeferax 3HadeHudt Ep ot 0 go — 40 mV, mpu pH 7. Onako Kyasrypa
XOpOUIO PA3MHOMKAETCA ellle NpHu NafeHUN OKUCIUTEIbHO-BOCCTAHOBUTEIBHOIO TIOTEHIUANA HUMie
E, + 150 mV, npu pH 7. loGasieHne K cpefie JpoHiKeBOT0 DKCTPAKTA 0KABKIBAIIO 0JaronpUATHOR
BIMAHAE HA PABMHOMKeHNe KyIbTYpsl. CTUMYIALMA TPOAYRIMH CepoBOROpoAa HAGIoKaIach Ipu
Ao3upoBre 3-—10 Mr Jpo#AuKeBOTO dKCTpaKTa HA 100 M muTarenpHoro pacrBopa. KoHuertpanua
cynb%a-ra B NMUTATEIBHOM PACTBOpE OKA3eIBalla BIMAHME HA IIPONOJIKUTENBHOCTD Jar-asel M HA
BbifiesieHNe cepoBofiopofia. Ilpn HUBKMX KoHUeHTpammax Na,SO, . 10 H,0 (0,0001—0,001 mou)
HACTYNalo IIPAKTHYECKI IMOJHOEe BOCCTAHOBJIeHHEe CepoBONOpPONA U3 cYmbdara, Ho mar-gasa
KyabTypH sarsiruBasack. OnTHMAQJbHAA AIA KyJIbTUBAINM KOHIEHTpALMA HAXoAWTCA B Iipe-
Aeamax 0,07—0,28% Na,S0,. Ipocuemusas koiudecTso OGaxrepuil, BefiejeHNe cepoBOAOpoOLA
1 HN3MeHeHUsI B TeYeHUe KYJIbTUBALUA OKUCIUTEIBHO-BOCCTAHOBHTEJIBHOIO I[IOTEHIWAJNA, MBI
YCTaHOBWIM HaJMude KodeGaHM JIUTEIBHOCTH OTAEIBHBIX $a3 poCTa: OpU OUTUMAIBHEIX YCII0-
BuAX nar-gasa mimirach CyTKM, Jorapumudeckasn dasa eme 48—72 uaca, a crannoHapHas Pasa —
npubausurenbHo Ao 8-ro KHA KyabruBauuu. OnruMaibHAafd [JIATENBHOCTH IpeRBAapUTEIBHOTO
BBIpAIUNBAHNA KYJbTYpH AJA CIe[yoLero noceBa paBHa 48-—72 yacam. Y Kynbryp, 3aparkeHHBIX
6&KTepﬂﬂMPI, moclie HpOJIOJIH-{HTe.TII)HOﬁ o eI!'.BapYITe.leHOﬁ RyJabTUBalUN HaﬁJ’[IOﬂaIOTCF{ 3Ha1U-
TeAbHOE YAJIMHEHUEe M HENpaBIlJIbHOCTH (gasm 3aJlepKM pocTa. IlocraBiecuHble HAMU OIIBITBL
ABJAOTCHA TOATOTOBKON AuA panbHedmux, GCoiee MOAPOGHHIX WCCTeNoBAHHA AecyIndypHpy-
X 6akrepuil U3 HeTAHLIX MeCTOPOIKTeHUH,

Characteristics on Culturing of Sulphate Reducing Bacteria from Oil Deposits
M. Dostdlek and M. Spurny

Summary

A study was made of the possibilities for culturing desulphurising bacteria isolated from the water
in oil deposits, under laboratory conditions. The experiments were carried out with mixed cultures
containing bacteria of the Desulfovibrio genus, together with accompaying microflora not identified
in detail. The development of the cultures was estimated by measuring the production of hydrogen
sulphide and the length of the lag phase of the culture. The following results were obtained: The optimal
initial pH for a culture of desulphurising bacteria is within the limits of values 7 to 8. The optimal
initial oxidation-reduction potential of the nutrient solution is within the limits for Ey 0 to—40 mV,
with a pH of 7. Good development of the culture already occurs, however, on reducing the oxidation-
reduction potential to below the value Ej 150 mV, at a pH of 7. The addition of yeast extract had
a favourable effect on the development of the culture. Stimulation of the production of hydrogen
sulphide was apparent with doses of 3—10 mg. yeast extract per 100 ml. nutrient solution. The con-
centration of sulphate in the nutrient medium affected the length of the lag phase and the production
of hydrogen sulphide. With low concentrations of Na,SO, . 10 H,O (0.0001 to 0.001 mol) the sulphate
was reduced to hydrogen sulphide practically 100 9, but the lag phase of the culture was prolonged.
The optimal concentration for culturing is within the limits of 0.07 to 0.289, Na,SO,. When studying
the number of bacteria, the production of hydrogen sulphide and changes in the oxidation-reduction
potential in the course of culturing, the time spread of the individual phases of development was
ascertained. Under optimal conditions the lag phase lasts 24 hours, the logarithmic phase a further
48 to 72 hours and the stationary phase approximately up to the eighth day of culturing. The optimal
period for pre-culturing of the culture for further inoculation is 48 to 72 hours. In cultures inoculated
with bacteria pre-cultured for a longer period, the lag phase is considerably prolonged and irregular.
These experiments were made in preparation for a further, more detailed study of desulphurising
bacteria from oil deposits.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roénik 1. (1956) — &. 4

Dlouhodoba imunisace. 11.

Zmény peritonealntho exsudédtu, reakce leukocytarni a teplotové

JAROSLAV BTERZL
Ceskoslovenské skademie véd, Biologicky tstav, mikrobiologické oddéleni, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Mélek

Doélo 11. 1. 1956

V predchozi prici jsme ukazali, Ze kaZdodenni injekce antigenu, ddvand fadu
mésicd, vyvolava dtlum tvorby protilatek. Tento jev jsme vysvétlovali jako adap-
taci na cizorodé podrazdéni antigenem; vysledkem je sniZend tvorba protildtek.
Protoze si jako hlavni zdmér své studie klademe otdzku, zda tento stav utlumu je
soudasnd spojen s potlatenim odolnosti viidi infekei, zaméfili jsme se i na sledovéni
dalgich reakei zidastnénych v obrang organismu: reakce leukocytarni, cytologickych
zmén v peritonedlnim exsuditu a reakce teplotové. '

Materidl v metody

Skupiny zvifat (krys a krélika) jsou stejné, jak bylo uvedeno v piedchozi publikaci (Sterzl 1956);
je proto i stejné imunisadni schema u téchto zvifat. Pro poditdni leukocytu byla krev ziskdvéna u krys
z ocasni veny, u kralikii z ucha; jejich podet byl zjistovan banidkovou metodou, jejich rozpodet urdem
vidy u 100 bundk. Peritonedlrii exsudaty byly ziskiny punkef dutiny bfisni, pomér jednotlivych druhw
bundk stanoven stejné jako u krevnich natdri. V peritonedlnim exsudétu byly butiky t¥idény na poly-
morfonukleary, typické lymfocyty a makrofigy. Posledni skupina zahrnuje i pfechodné formy lymfo-
monocytérni, kde je zvlast obtitné presné klasifikace. Teplotové reakce byla sledovéna rektalnim
métenim teplomérem. Hodnoty jsou zaznamensdvény v absolutnich &islech; pro asté koliséni vychozi
hodnoty se neosvédédil Beesonuv teplotovy index (1947a). Manipulace se zvifaty se déla kazdy den za
stejnych podminek, abychom pfi pokusu o zjisténi podmin&né reakce ji msli jako jednu z S4sti pod-
minéného podnétu.

Vysledky
Leukocytarni reakce a cytologické zmény v peritoneidlnim exsudatu

U skupiny 20 krys jsme sledovali leukocytarni reakei pted a 3 hodiny po intra-
peritonealnim” vpichu 1 ml antigenu (5. 107 mikrob®). Zmény v krevnim obraze
byly stanoveny v préibéhu prvého tydne po zaditku imunisace, znovu po jednom
a po péti mésicich od podatku kazdodenni imunisace. Na rozdil od popisované
leukopenické reakce u kralikd (na p¥. Olitzki, Avinery a Beudersky 1941) jsme
u krys na uzitou ddvku antigenu nezjistili pouze leukopenickou reakei, ale u nékte-
rych zvitat jiz po prvni injekei zvySovani pottu leukocyti. Po mésici kaZdodenni
imunisace nenastaly zédsadni zmény v leukocytérni reakci na vpraveny antigen.
U krys se pfi kazdodenni injekei st¥idaji v uréitych dasovych obdobich (prumérné
za 3—4 dny) faze poklesu leukocyti a faze jejich zvySeni. Tento stav se nezménil
ani po péti mésicich kazdodenni imunisace.
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V této dobé jsme chtéli rozhodnout, zda zmény leukocytdt jsou vyvolény bez-
prostfedné vpravenym antigenem, nebo zda jsou spojeny podminénou reakei
s manipulaci a intraperitonealnim injikovdnim. Vysledek jednoho z pokusii uka-
zuje zmény v krevnim obraze po vpichu nepyrogenniho fysiologického roztoku

T 1T
0%h11% 3 6

Obr. 1. Normélnim krysém inji-
kovéan intraperitonedlns$ 1 ml ne-
pyrogenniho fysiologického roz-

toku. Krevni obraz: —— cel-
kovy podet leukocyta, — - — . —
lymfoeyty, — — — polymorfo-
nukledrni leukocyty. Osa ax:

das v hodindch, osa y: podet

Obr. 2. A. Zmény v krevnim
obraze po intraperitonedlni in-
jekei 1 ml antigenu (5 . 107 mi-
krobu) kryse M, imunisované
kaZdodenné 5 mésicil. B. Zmény
v krevnim obraze po intraperit.
injekei 1 ml fysiol. roztoku
témuz zviteti.

Obr. 3. A. Zmény v krevnim obra-
ze po intraperitonealni injekei
1ml antigenu (5 .107 mikrobu)
kryse NZ, kazdodennd imunisova-
né 5 mésich. B. Zmény v krevnim

obraze po intraperit. injekei
1 ml fysiol. roztoku tému%
zviteti.

krvinek v tisicich.

intraperitonealné normalnim krysim (obr. 1). Zmény v krevnim obraze kolisaji
v nevelkém rozsahu s maximalnimi odchylkami ve druhé az tieti hodiné po injekei.
Intraperitonedlni injekce antigenu krysam kazdodenné imunisovanym pét mésict
vyvolava posun v krevnim obraze s maximem po 30 az 60 minutach (obr. 2A, 3A).
Tymz zvifatim injikovany fysiologicky roztok zplsobi zmény v krevnim obraze opét
nejvyraznéji po 30 aZ 60 minutach (obr. 2B, 3B). To je jedind spoleénis hodnota,
protoZe jak je z obr. 2 a 3 patrno, nepozorovali jsme pfi podani antigenu a fysiolo-
gického roztoku stejné kvalitativni zmény. Vysvétlujeme to tim, ze ani pii
kazdodennim vpravovani nepodminéného podnétu (antigenu) se nevytvaii stala
a typickd kvalitativni zména, ale Ze nastdvd stfidani fize poklesu a stoupnuti
leukocyti.

U stejné skupiny krys jsme sledovali zmény cytologické reakce v peritonealnim
exsudédtu po kazdodennim vpraveni antigenu. Z obrazku 4 je ziejmé, ze injekce
I ml fysiologického roztoku normalnim krysim vede prevazné k makrofigové
reakei. Po intraperitonedlni injekei antigenu kaZzdodenné imunisovanym krysim
nasleduje vyrazna polymorfonukledrni reakce (tab. 5A, 6A). Je-li témto kazdodenns
imunisovanym krysam misto antigenu injikovan intraperitonealné fysiologicky
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roztok, potom se ve stejném asovém sledu vytvoii polymorfonukledrni exsudat
(tab. 5B, 6B). Vzhledem ke stejnému ¢asovému i kvalitativnimu charakteru cyto-
logickych zm&n peritonedlniho exsudatu po injekeci fysiologického roztoku se do-
mnivame, %e tyto lze posuzovat jako podmindnou reakei na ka¥dodenni
intraperitonedlni vpravovani antigenu. Je pravdépodobné — vysledky predlozime
v dal¥im sdsleni — %e vytvoreni podminéné polymorfonuklearni reakce se uplatni
PFi intraperitonedinim vpraveni infekéni ddvky.

-l A A A
80 - 80 aoﬂ
60 1 60 60 -
40 1] 40 4 40
20 20 1 20 -
o ' 0 0
%1 3 6 %1 3 6 B “1 3 6 4
80 1 ao: 80:
60 60 60
40 40 ‘0:
N . .
%41 3 6 %41 3 6 %1 3 6

Obr. 4. A, B: Normélnim kry-
sém intraperitonealnd injikovén
1 ml fysiol. roztoku. Cytologicky
obraz peritonedlniho exsudétu:
prézdny sloupetek - makrofégy,
plny - polymorfonukledry, vo-
dorovng #rafovany - lymfocyty.
Osa : éas v hodindch. Osa y:

Obr. 5. A. Zmény v peritoneél-
nim exsudédtu po intraperito-
nedlni injekei 1 ml antigenu
kryse V, imunisované kaZdo-
denns 5 mésici. B.Zmény v pe-
ritonedlnim exsudétu po injekei
1 ml fysiol. roztoku i. p. témuz
zvireti.

Obr. 6. A. Zmény v perito-

neélnim exsuddtu po i. p. in-

jekei 1 ml antigenu kryse M,

imunisované kaZdodennd &

mésich. B. TémuZ zvifeti in-

jikovén i. p. 1 ml fysiologic-
kého roztoku.

procenta jednotlivych bundk
v exsudatu.

Zmény v krevnim obraze jsme sledovali i v pritb&hu nékolikamésiéni kazdodenni
imunisace kralikéi (intravenosni dévkou 1 ml 2.10° mikrobd). Na obrizku 7
jsou zaznamendny leukocytdrni reakce jednotlivych kraliki v réznych obdobich
v pribéhu pétimésiéni imunisace. Z téchto zdznaml je moZno uzaviit, stejnd jako
u skupiny krys, %e kaZdodenni dlouhodobé vpravovani antigenu neutlumilo leuko-
cytdrni reakci na poddvany antigen. Stejné z naSich vysledkd plyne i to, Ze se
nevytvotila standardni odpovéd na kazdodenni antigenni podnét stly jak kvalitou,
tak i kvantitou: i v t&chto pokusech se méni v uréitych dasovych obdobich faze
leukocytarni v leukopenickou a naopak. Z tohoto diivodu zistalo sledovani, zda se
vytvotila podmingnd leukocytarni reakce, bezvyslednym. Imunisovanym kralikiim
&. 58, 280, 811, 54, 79, a normilnim kralikim &. 91, 827, 4 jsme misto antigenu
injikovali fysiologicky roztok. Zmény krevniho obrazu, které vyvolava fysiologicky
roztok u kazdodennd imunisovanych zvifat, nejsou zisadn® rozdilné od zmén
u normélnich kralikéi. Neni moZno ani najit vztah u kaZdodennd imunisovanych
zvifat mezi reakei na antigen a reakci po vpraveni fysiologického roztoku.
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Obr. 7. Zmény krevniho obrazu u kralika &. 64, 52, 811, 79 po intravenosni injekei antigenu. Osaz: odbéry
krve pfed injekei, 15 a 3 hodiny po imunisaci. Zmény v krevnim obraze pii kazdodenni imunisaci
jsou zaznamendny v téchto &asovych odstupech (urdeno daty). A: 3. XII. B: 9. XII. C: 16. XII. D:
30. XII. E: 13. I. F: 18. IL. a G: 13. IV.

Zmény teplotové reakce v pritbéhu kazdodenni imunisace

Jiz prva zjisténi u kralika &. 706, 707, 708 ukézala, e ani po pétimésiéni kazdo-
denni imunisaci nemizi teplotova odpovéd po injekeich antigenu. Tyto predbézné
tdaje jsme podrobili rozboru u vétsi skupiny zvitat. Z obrazka teplotovych zdznamit
kralika ¢. 58, 64, 79, 82, 280, 8, 811, 4, 54 a 52 je ziejmé, Ze v pribéhu dlouhodobé
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imunisace se nepodatilo sniZit teplotovou reakei. V prib&¢hu imunisaéniho obdobi
jsou néznaky Gtlumu a opétného zintensiviiovéni teplotové reakce. Celkova tendence
viak, jak ukazujeme liniemi spojujicimi teplotu pred vpichem antigenu, 1% hodiny
a 3 hodiny po injekci antigenu nejevi Zédny zésadni smér bud k zesilovani nebo
ttlumu reakce (obr. 8).
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. r -
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7 NG
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404 »‘;«. .'/'
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Obr. 8. Zaznamy zmén teploty v prub8hu kaidodenni imunisace. ——————-—— hodnoty naméfené
pred imunisaci, — — — — hodnoty 15 hodiny po imunisaci, —-—-— 3 hodiny po imunisaci. M&feni

teploty zaznamenéno v téchto dasovych odstupech (uréeno daty). 1 = 3. XII., 2 = 9.XII,, 3 = 16. XII.,
4 =30 XII.,5=13.1.,6 =27.1., 7= 18. 11, 8 = 13. IV, Zéznamy teplot provedeny u kralika A ¢&. 811,
B &. 64,C &.280,D &. 79, E &. 52, F ¢. 58, G &. 82, H &. 8, I ¢6. 4.

1 u této skupiny jsme se pokusili zjistit, zda trvajici teplotova reakce neni snad
vysledkem podminéného spojeni, aniz se pfimo 1dastni antigen svym pyrogennim
charakterem. Podminénd reakce byla opét zjisfovana injekei nepyrogenniho fysio-
logického roztoku za tychZz podminek, jako byl kazdodenné injikovan antigen. Vy-
sledky jsou shrnuty v tab. 1. Souhrnné tento pokus ukézal, Ze i kdyZ neni mozno
vyloutit u jednotlivych zvifat spolutiast podminéné reakee, je pro intensitu teplo-
tové reakce po podani antigenu rozhodujici jeho vlastni pyrogenni charakter.

V této souvislosti jsme sledovali, zda teplotova reakce bude kvalitativné i inten-
gitou rozdilné u dlouho imunisovanych kré,h’k}i ve srovnani s normalnimi kraliky
pii infek&nim procesu. Infekce byla vyvoling intrakardialni injekei 2 ml S. para-
typhi B (4 . 10° mikrobd). Ukézalo se, Ze proti imunisaéni davee, ktera zpiisobovala
u viech zvifat zvySovani teploty, infikujici ddvka vedla ke sniZeni teploty jak
u zvifat kontrolnich (obr. 9), tak u zvitat dlouho imunisovanych (obr. 10).
V intensité poklesu teploty nejsou statisticky zjistitelné rozdily (Dr Zitek, Ma-
tematicky tdstav CSAV). Presvédiili jsme se, Ze toto sniZeni teploty je zpiisobeno
velkou davkou endotoxickych litek; u normélnich zvifat, kterym byly injikovany
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2 ml teplem usmrcené suspense S. paratyphi B, doslo rovnéZ k poklesu teploty
(obr. 11). Tim prokazujeme, #e rozdil zvyseni teploty po imunisaéni dévce proti
poklesu teploty pii infekei neni podminén kvalitou, ale intensitou endotoxického
pasobeni.

Tabulka 1.

Pokus o zjidténi podmindné reakce u kaidodenn$ imunisovanych kralikd. Zmény teploty po vpraveni
1 ml antigenu (2. 10° mikrobd) i. v. 5 mdsich po podétku imunisace krélikium é&is. 706, 707, 708 (5 . 107

mikrobit)
Po imunisaci
Kralik &islo Pied

14 hod. 3 hod.

58 38,0 40,1 40,8
280 38,5 39,5 39,8
811 39,0 38,4 40,4
54 38,7 39,5 40,6
79 38,8 39,7 40,8

i v.

pred 1/, hod. 3 hod.

706 38,5 40,2 39,0
707 38,0 39,8 38,0
708 37,8 39,4 38,7

Tym? kralikim (kaZdodenn$ imunisovanym) vsttiknut 1 ml fysiologického roztoku i. v.

Po injekei i. v. ‘
Kralik &islo Pred Reakce
- 1/, hod. 3 hod. |
[
58 38,5 38,8 39,9 | +
280 38,8 38,8 39,9 0
811 38,2 38,0 39,8 +
54 38,5 38,4 38,9 =+
79 38,8 38,6 38,9 0
706 39,3 40,2 39,3 +
707 38,7 39,7 39,2 +
708 39,3 39,7 39,4 +
Normaélnim neimunisovanym kralikim vstfiknut fysiologicky roztok i. v.
Po injekei
Krélik éislo Pred Reakce
1% hod. 1 3 hod.
91 38,6 38,5 l 38,5 0
827 38,3 38,5 J 38,5 0
4 38,3 38,8 38,7 +
0 39,2 39,8 39,7 +
1 39,3 39,2 39,3 0
2 39,7 39,7 ‘ 39,5 0
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Obr. 9. Teploty u normélnich neimunisovanyech kralika &. 60, 61, 62, 92, 698, 845, 237, 334, kterym

injikovény intrakardidlngd 2 ml suspense %ivych mikroba S. paratyphi B (4.10° mikrobu). Osa z:

I—III zéznam pted vpravenim infekéni ddvky, po injekci (Sipka) ¢as v hodinéch. Osa y: teplota
ve stupnich C.
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Obr. 10. Teploty katdodennd opakované imuni- Obr. 11. Zaznamy teplot normalnich krélikii
sovanych kralika (od 27. V.—29. VIIL.) 1 ml &. 197, 221, 138, kterym intrakardiélng injiko-
antigenu S. paratyphi B (2 .10° mikrobu) &is. vény 2 ml teplem inaktivované suspense S.
680, 640, 605, 610, 606, 834 po intrakardidlni paratyphi B. (4 .10° mikrobu). Vysvétlivky ke
injekei infekénf ddvky 4 .10° mikrobi. Vysvét- grafu u obr. 10.

livky ke grafu u obr. 10.

Diskuse

Nade vysledky ukazuji, Ye u tych# zvifat, u kterych jsme zjistili po dlouhodobé
kazdodenni imunisaci Gtlum tvorby protildtek (Sterzl 1956), jsme podobny jev
dtlumu nezaznamenali u obecnych imunitnich reakei, jako je reakce leukocytéarni,
cytologické zmény v peritonedlnim exsudédtu a zmény teploty. Tato zjifténi jsou
ziva¥nd pro posouzeni podstaty, t. zv. ,,adaptace®, jiZ jsme vysvétlovali sniZeni
tvorby protilitek pfi opakované imunisaci. Pro zhodnoceni t&chto nélezii je tteba
piehlédnout i prace jinych autorii.

Casto se uvadi, ¥e opakované vpraveni antigenu mé za nésledek sniZeni teplotové reakce. Wright
(1930) zjistil, e opakované injekce v pribshu dvou mésich vedou k tomu, Ze jiZ nelze zaznamenat
stoupnuti teploty v rozmezi{ 1—5 hodin. Autor prokazoval, %e jde o jev specificky tak, Ze vpravil
v dobd ttlumu teplotové reakce jiného mikroba a dostal hore¢natou odpovéd. Rovnéz Beeson (1947a)
zjistil celkové snizen{ teploty pfi opakované imunisaci bakterijnimi pyrogeny, a to jiz b8hem tydne
nebo 10 dni; po této dob® zvife odpovidalo na dalsi injekce vidy stejnym stupném horetky po fadu
tydnil. Snizeni teplotové reakee nemslo vztah ani k leukocytérni reakei, ani k vytvafenym protildtkdm,
V dali praci (Beeson 1947b) ukézal na to, %e tolerance k bakterijnim pyrogentm je zdvisld na funkénim
stavu mesenchymalnf tkénd, t. j. intensitd vychytavani pyrogent z krve. Podafilo se mu sniZenf teplo-
tové reakce — toleranci vi¢i bakterijnim pyrogenim — eliminovat thorotrastem a trypanovou
mod#i. Ukdzal, %e vznik tolerance neni specificky jen vaéi uréitému mikrobnimu druhu. Jeho préce,
predevdim o druhové nespecifi¢nosti ziskané tolerance vidi bakterijnim pyrogeniim, potvrdil Bennett
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(1948). Oba autofi (Bennett a Beeson 1953a, b) dale sledovali, zda se z tkéni neuvoliuji pyrogenni
latky pod vlivem antigeni. Jediné buriky, jejich% extrakty zvysovaly teplotu, byly polymorfonukleérni
leukocyty. Bylo zjiténo, Ze litka z polymorfonukledrti je sice termolabilni, ale neni enzymaticky
rozrudovéna. Tim se spojil smér studujici teplotovou reakei se zndmym zjisténim, ze pod vlivem pyro-
gennich létek dochézi k leukopenii. V tomto sméru jsou zdvasné vysledky Berthronga a Cluffa (1953),
ktefi pozorovali, %e lze zjistit po opakovaném vpraveni pyrogennich latek ziskanou resistenci i u indi-
viduélnich bungk, leukocytii. Vpraveni endotoxint do organismu utlumuje migraci polymorfonukleéri.
Opakovand katdodenni injekce endotoxinu dévé vznik resistenci, trvajici 10 a% 15 dni. Tato préce je
zévaZnd i v tom sméru, %e endotoxin utlumoval leukoeyty v migraci jen tehdy, byl-li vpraven in vivo.
Jeho pfidéni k buitkém in vitro v mnohem v&t$im mno#stvi, nez byla dévka in vivo, migraci nebréni.
Dubos (1954) z téchto vysledki uzaviré, %e endotoxin ovliviiuje regulujici slozky v Zivém organismu,
pravdépodobn® nervovy systém.

Jinym smérem jdou préce, které prokazuji, Ze pyrogenni reakce je vysledkem pusobeni bakterijniho
pyrogenu na uréité slozky sera (LeQuire 1951, Farr, Clark a j. 1954, Grant 1953).

Tyto rozpory ¢dstetnd Fedi price Atkinsovy. V prvé préci (1955a) spojuje vznik
utlumu horeénaté reakce s tim, Ze po opakovaném vpraveni antigenu nedochézi k leukopenii. Podle
ného to svédei pro domnénku, Ze hore¢ka je vyvolavéna produkty rozpadlych leukocytt. Vime viak, Ze
ani v uvedenych pracich (na pf. Beeson 1947a), ani v pracich pozdéjsich nebyla spojitost mezi pyrogenni
reakei a leukopenii potvrzena. Na pf. Bennett (Bennett a Cluff 1952) vyvolal pomoci NH, dlouhodobou
leukopenii; pyrogenni reakce na endotoxiny se v této dobd nijak nezménila. Rozpor mezi pracemi
sledujicimi vliv pyrogeni na serum nebo builky vysvétlil Atkins v druhé préci (1955b). Ukdzal, Ze
je-li zvifeti odebrdno serum kratce po vpraveni endotoxinu, dostal se endotoxin do vazby se sereimn
a vytvofil $. zv. ,,exogenni pyrogen‘’. To je obdoba pyrogennich latek, vznikajicich po smichani pyro-
genu a sera in vitro. Je-li serum s timto pyrogenem injikovéno normélnimu kralikovi, vyvold hores-
natou reakci; naopak u zvifete, u kterého byla vytvofena opakovanym ddvkovanim ,,tolerance’ vidi
pyrogenu, teplotové reakce nenastane. Naopak po delsi dobé pusobeni pyrogenni latky (endotoxinu)
v organismu, uvoliiuji se z tkani zvifete latky (,,endogenni pyrogen‘’), které vyvolaji prenosem na
normalni i tolerantni zvife horeénatou reakei.

Vsechny tyto prace sleduji periferni zmény pod vlivem endotoxinu. Neni v literatuie dnes rozporu
o tom, Ze hlavni regulaéni centra teplotové reakce jsou subtalamicka nervové centra (Leschke 1913,

“Raskové 1954, Siedek 1955, Thauer 1955). Jakym vyznamnym zpusobem jsou viak zévislé na peri-
fernim puisobenf endotoxinu, svédéf pokus Grant@v (1955). Ten vpravil pyrogen ptimo do hypotha-
lamu & zjistil, Ze reakce je slabsi a protrahovand proti tomu, kdy? injikoval stejné mno#stvi intravenosné.
Usuzuje z toho, %e neni pfimé plisobeni pyrogenu na mozkové centra, ale Ze nutné ptredchézelo vstiebani
a teprve podnéty z organismu, %e jsou podnétem hore¢naté reakce.

Bude jisté velmi vyznamné v tomto sméru sledovat vliv endotoxinu na krevni obraz. Pro Fizeni
krevniho obrazu je velmi mnoho zndmo o nervové regula¢nich mechanismech, ovlddanych opét z hypo-
thalamu (Hoff 1932, Cernigovskij a JaroSevskij 1953, atd); mnohem méné viak, jak pusobi endotoxin
pfimo na buiiky na periferii a jak se pfevadi podnét z periferie k subthalamickym centram.

Srovndme-li vlastni vysledky s uvedenymi pracemi, pokladdme za nejpodstat-
néjsi, Ze ani po Sestimési¢énim kazdodennim vpravovani velkych davek antigenu
se nepodafilo dosdhnout utlum reakce leukocytarni a teplotové. Hlavni davod vi-
dime v tom, %e organismus na vpraveni velkych ddvek cizorodych latek, které
hluboce porusuji rovnovéhu fady fysiologickych reakei, se nemdZe adaptovat
prostou nevnimavosti viiéi témto podnétiim, bez reakce. Naopak pfi tak intensivnim
podrazdéni je pravé reakce podstatou vyrovnivani, normalisace funkéniho
stavu organismu. Tim si také vysvétlujeme, Ze dochdzi k fazovym zménam (st¥idant
faze leukocytarni a leukopenické) pfi kazdodenni injekci velké divky antigenu.
Podobnou normalisaci fysiologického stavu pomoei fizovych zmén jsme popsali
i pfi vpravovani velkych davek antileukocytarniho sera (Sterzl 1954).

Nase vysledky ukazuji i nespravnost pfedpokladanych souvislosti mezi leuko-
penii a teplotovou reakei. Z obr. 7 a 8 vyplyva, Ze pokles leukocytt neni v ptimém
vztahu k horeénaté reakei; i pii leukocytarni reakei zlistava zachované stoupnuti
teploty po vpraveni antigenu.

Hlavni vysledek tohoto sdéleni vidime v tom, Ze jsme nezjistili zavislost mezi
utlumem tvorby protildtek pfi kazdodenni imunisaci a dal§imi fysiologickymi reak-
cemi; sou¢asné se nesnizuje reakce teplotova ani leukocytarni. Z téchto pozorovant
je mozno uzaviit, Ze tvorba protilatek neddva dostateény obraz o celkovém reakénim
stavu organismu: sniZeni tvorby protildtek neznamena vSeobecny dtlum mecha-
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nismi, zudastnénych v obrané organismu. Nelze proto podle tohoto jednoho indi-
katoru (tvorby protilatek) posuzovat stav organismu jako ,,imunologicky dtlum*
(Zdrodovskij 1954). Naopak z vysledki plyne, Ze ne v8echny obranné mechanismy
jsou ve svych konkretnich funkénich projevech zavislé vidy na spole¥né reaktivité
organismu. Vysledky naznaduji, Ze sniZeni protilatek pfi dlouhodobé imunisaci je
podminéno zménou funkce specifického mechanismu tvorby protildtek.

Tyto vysledky potom ukazuji, jak vyznamné je sledovat nespecifické indikatory
pro zjidtovani podstaty i u jinych skupin ,,imunologickych Gtlumu ‘. Zvlasté dalezité
to bude tam, kde k potladeni tvorby protilitek dochazi pﬁsobenlm antigenu na
organismus ve stavu, kdy tento nereaguje tvorbou protilatek bud pfirozené (v ra-
nych obdobich ontogenesy — Hasek a Hraba 1953, 1955, Billingham, Brent a Me-
dawar 1953, Buxton 1954, Hanan a Oyama 1954, Kerr a Robertson 1954, Simonsen
1955, Dixon a Maurer 1955, Cinader a Dubert 1955) nebo po umélém zisahu (na pt.
po ozafeni X-paprsky — Dixon a Maurer 1955). Nase prace ukazuje, Ze sledovanim
irsiho rejsttiku fysiologickych zmén po injekci antigenu bude moZno rozhodnout,
zda tGtlum tvorby protilitek i v téchto pfipadech znamend isolovanou zménu
mechanismt tvorby protilatek nebo obecné sniZeni reakce cizorodosti vidi speci-
fickym antigenim.

Souhrn

U zvifat, u kterych se po kazdodenni pulro¢ni imunisaci utlumila tvorba proti-
latek, byla sledovana po imunisaéni davee intensita zmén leukocytt v periferni krvi,
v peritonedlnim exsuddtu a intensita teplotové reakce.

Pokusy ukazaly, Ze tyto odpovédi jsou po vpraveni antlgenu — v dob¢ dtlumu
tvorby protllatek — plné zachovany.

Nezjistili jsme — 8 vyjimkou reakce v peritonealnim exsudatu — %e by zachované
odpovédi byly vysledkem vytvoieného podminéného spojeni; jsou plisobeny piimym
drazdivym vlivem antigenu.

Uzavirame proto, Ze snizeni tvorby protilatek po kaZdodenni dlouhodobé imu-
nisaci neni moZno posuzovat jako sniZzeni obecné reaktivnosti organismu, jako
»imunologicky tdtlum‘, ale Ze podstatou jsou zmény ve specifickych pochodech
tvorby protilatek.

Za technickou spoluprici dkuji L. T#skové a D. Zaloudkové.
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Hdnnrenspasg uMMyHmsanus. 11.
1IsMeHeHUA B NepUTOHeANbHOM 9KCCYAaTe, JefKOMUTAPHOI 1 TeMIepaTypHOM peakuu
A. HImepyav
Pesome

VY JHUBOTHHIX, Y KOTODHX B pe3yJbrare NOIYrofoBolt ekefiHeBHON MMMyHM3aluu Oblia IOXAB-
JleHa crnoco6HOCTh K 0Gpa3oBaHUI0 AHTHTEN, MCCIENOBAINCH (HOCHe BBeleHUA MMMYHUSUpYiomel
H03Hl) MHTEHCUBHOCTD N3MeHeHUH Kosndecrsa JefiKoluToB B nepudepndeckol KpoBu n B IepuTO-
HeaJbHOM ®KCCYNaTe U MHTEHCHBHOCTb TeMmepaTypHo# peakmun, ONHTH NOKA3aJM, YTO 3TH
peaKouy Ha BBefleHMe AHTHI'eHA MOJHOCTHIO COXpAHAWTCA M B IepHUOA YTHeTeHMA 00pasoBaHuA
auTuTed. MH He HaXOAWIM, UTO ITH peaKIMM COXpAHAMNCH O B pesyibrare BhpaGoraBulelics
BpeMeHHOM ycioBHON cBABHM, — 33 HCKIOYeHNEM peaKIMn B NepUTOHeaJNbHOM JKcCyHMare: Ha-
TIpOTUB, OHU BHIBHIBAIOTCA HeNOCPENICTBEHHO pasipaKalomuM felicrsueM anturena. IloatomMy mu
AellaeM BHIBOA, YTO CHUKeHMe cnocoCHocTn K 00pasoBaHMIO aHTHTEN B pesyJbrare JJIMTEIbHOM
eielHeBHON HMMYHM3AlMA He ciefiyeT pacCMarpMBarb KaK cHu#eHne oOliefl peaKTMBHOCTH
OpTraHW8Ma, KAKUM HABIACTCA «UMMYHOJOIMYECKOE TOpMOKeHHe», U00 CYIIHOCTHL M3MeHeHmi
8aKm0YaercA B cneqnduiecKnx nporeccax o6pasoBaHMA aHTHUTeE.

Long-term Immunisation. IT.
Changes in the Peritoneal Exudate, Leucocytic and Temperature Reactions
J. Sterzl

Summary

The intensity of leucocytic changes in the peripheral blood, in the peritoneal exudate and the intensity
of temperature reactions following an immunisation dose was studied in animals in which, after daily
immunisation for half a year, the formation of antibodies had been depressed. The experiments showed
that, after administration of the antigen—in the period of depression of antibody formation—these
responses are fully preserved. It was not found (with the exception of the reaction in the peritoneal
exudate) that the preserved responses were the result of the formation of a conditioned association;
they are caused by the direct irritant action of the antigen. It is therefore concluded that the decrease
in the formation of antibodies following prolonged, daily immunisation cannot be evaluated as & decrease
in the general reactivity of the organism, like “immunological depression’, but that it is based on
changes in specific processes of antibody formation.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roénik 1. (1956) — ¢&. 4

v_. 7

Poznamky k &isténi odpadnich vod mlékarenskych pomoci Oospora lactis

MILOSLAV SVOBODA a JAROMIR SALPLACHTA
Vyzkumny ustav pro mléko a vejce, Brno

Doslo 6. 4. 1955

Cisténi odpadnich vod primyslu potravini¥ského je zavainym problémem. U nas
se touto otdzkou zabyval zejména Jonas (1950, 1951, 1952).

Princip jeho zpusobu ¢isténi odpadnich vod spoéiva v prokvaseni uhlohydrati a jinych zkvasitelnych
latek vhodnymi druhy plistovitych mikroorganismt (Oospora lactis), které prevadéji tyto latky v bu-
néénou bilkovinu a vytvéaieji dlouhd spletitd mycelia. K prokvasenym voddm se piiddva vapenné
mléko do pH 9—10. Kombinaci dlouhomycelnatych plisni s vapenatymi solemi vzniké husty kalovy
mrak, ktery rychle ssedd ke dnu nadoby a strhuje s sebou prakticky vedkeré pevné suspensoidy, &im%
se kapalina vyc¢eri. Vyéefend odpadni voda se z hlavni kadé vypousti do akumulaéni nadrze, kde se
misi s potoéni vodou, pii ¢emz se jeji alkalita mé sni%it pod pH 8. Teprve pak se vypousti do vefejného
recipientu. Usazeny kal se filtruje pies kalolisy a ziskdvéa se v podobd pevné hmoty.

Jiz pfi patentovani tohoto zpuisobu ¢&idténi odpadnich vod (Jonds 1951) bylo upozornéno na moz-
nosti jeho pouziti pro rizné odpadni vody potravinafského primyslu. Podle sd&leni autorova (Jonas
1950, 1952) bylo pouZito této metody s velmi dobrymi vysledky v poloprovoznim a# provoznim méfitku
pfi ¢isténi odpadnich vod mlékérenskych, droidaiskych a na butanolovych vypalcich. Na zdkladé
provoznich pokust s ¢i¥ténim odpadnich vod mlékérenskych Jond$ (1952) pak konstatuje: ,,Cidténi je
v piimé souvislosti hlavn® s obsahem laktosy. Je to otdzka nejen kvantitativni (mnozstvi 3tépitelné
laktosy), ale i otdzka kvalitativnich zmén (ostatni organické latky &t&pi se soutasné a lépe za pFitomnosti
laktosy). Zkysld syrovatka se Cisti 8 mensim efektem. Desinfekéni prostfedky sniZuji &Sistici efekt,
nikoliv viak zvlé8t podstatnd. Stépeni laktosy v plnoprovoznich pokusech je niZi ne% bylo mozno
podle laboratornich pokust dosdhnout. SniZeni dusikatych litek je pozoruhodng vysoké.*

V roce 1954 jsme se tidastnili provéfovani JondSovy metody v praxi (Marek,
Svoboda a spol. 1954). Znaéné kolisani éisticich uéinkt odpadnich vod mlékaren-
skych pfi pouZiti této metody nas meélo k tomu, Ze jsme si podrobnéji v8imali &i-
nitell, podilejicich se na dosahovanych vysledeich &istirny. Viimali jsme si pfedné
mikroorganismu, kterému Jonas (1950, 1951, 1952) piisuzuje schopnost zkvasit
laktosu obsazenou v odpadnich mlékérenskych vodach. Cetni autofi dosli totiz
k zavéru, ze pro Oospora lactis je laktosa Spatnym zdrojem vyZivy (Jorgensen 1909,
Janke 1924, Teichert 1902, Lembke a Delitsch 1943). Zda se tedy, Ze pod nazvem
Oospora lactis jsou zahrnuty rizné druhy a variety, coz konstatoval jiz Jorgensen
(1909). Ponévadz tdaje v literatufe nebyly mnohdy zcela jasné formulovany, roz-
hodli jsme se prozkoumat fysiologické vlastnosti kmene Oospora lactis pouzitého
k ¢isténi mlékarenskych odpadnich vod.

Materidal a metody ‘

Mikroorganismus a kultivaéni metodika. K pokusim jsme pouZivali kultury O. lactis na Sikmém
sladinkovém agaru. Pii zdvére¢nych pokusech jsme poutili pie¢idténé kultury (rozsev na desky a odpich
z ojedindlé kolonie).
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Pro inokulaci jednotlivych pokust jsme prevedli kulturu s sikmého sladinkového agaru na melasovou
sladinku frakciované sterilovanou, 4—6 Bg® o pH 6 s 1 9, siranu amonného a 0,1 9%, stiedniho fosfo-
reénanu amonného nebo 0,2 9, fosfore¢nanu sodného v Erlenmeyerovych baiikéch o obsahu 300 aZ
1000 ml. Po 6—7denn{ stacionérni kultivaci jsme odlili Zivny substrét, mycelidlni pfikrjvku rozmélnili
a vzniklou kadi naotkovali substrét ve vétranych bafikéch. Pokusy jsme konali pii 27 az 30 °C nebo
pii teplot® laboratofe. Jako kultivaénich nédob jsme pouzivali varnych nebo Erlenmeyerovych bandk
obsahu 1, 5 nebo 10 litrii. Pro pokusy se staciondrni kultivact jsme poutili Fernbachovy baiiky o pruméru
dna 16 em. Mno#stvi substrétu se pohybovalo od 0,25 do 4 litra.

K vétréni jsme pouivali proudu sterilniho vzduchu z laboratorni tlakové vyvévy. Cisty substrat
a prabsh kvadeni jsme kontrolovali na mikrobiologickou &istotu plotnovou metodou (Vintika 1951).
K srédZeni pdny jsme poutivali odpéitovaciho tuku.

Schopnost 0. lactis odbourévat piimo laktosu jsme zkouSeli na syrovatce neziedéné a zireddné, steri-
lisované v autokldvu, pasteurisované pii 80 °C a syrové, piipadnd je§td naotkované smetanovym
zékysem. Déle jsme konali pokusy i na syntetickém substratu podle Niklase & na odpadni mlékérenské
vods.

Substrét podle Niklase mé toto sloteni: kyselina citronové 1,0 %; (NH,),80, 0,6 %,; pepton 0,1 %3 .
(NH,),HPO, 0,075 %; K,80, 0,02 %; MgS0, 0,03 %; CuSO, 0,00015 %; ZnSO, 0,0001 9%; FeSO,
0,0001 9.

Anal_{/tické metody. Titraéni kyselost jsme méfili spotfebou 0,10 a% 0,25 N NaOH na 10—100 ml
substratu. pH jsme zjistovali na pH-metru se sklenénou elektrodou. Laktosu jsme stanovili podle Gohra
(Laxa 1944). Rozpustné bilkoviny jsme stanovili ve filtratu substratu.

Vysledky

Tab. 1. Kultivace 0. lactis na sterilni syrovétce o rizné kyselosti, Teplota laboratorni (18—23°C).
Otkovéno piimo celou kulturou 0. lactis na §ikmém slad. agaru

Spotfeba ml 0,25 N i
NaOH na 100 ml pH Laktosa Celkové
bilkoviny
, substratu
Substrat
trvéni pokusu v hodindch

0 24 76 0 24 76 0 24 0 24
Kyseld syrovatka 27 21 1,— 44 4,6 7,5 3,8 3,8 0,49 0,50
Sladké syrovatka 12 6 0,5 53 6,2 17,6 4,7 4,7 0,62 0,65

Kultivace O. lactis na sterilni syrovatce o rizné kyselosti se projevuje predné
riznym spadem rozruseni kyseliny v substratu pfitomné. Obsah laktosy a bilkovin
zustava v podstaté nezménén (tab. 1).

Tab. 2. Kultivace O. lactis na sterilni a nesterilni syrovétce. Syrovétka nesterilni naodkovéna 19,
smetanového zakysu. Teplota laboratorni. Otkovéno pkimo celou kulturou O. lactis na gikmém slad.

agaru

Spotieba ml 0,25 N '

NaOH na 100 ml pH Laktosa 9,
Substrét substratu
trvéni pokusu v hodinéch

0 22 42 66 90 0 22 42 66 90 | 0 22 42 66 90
Steriln{ syrovatka 20 — 13 3 1|44 43 58 64 6,7 | 4,28 4,19 4,28 — 4,19
Nesterilni syrovatka 27 21 16,5 19 21 | 4,2 4,1 5,1 4,7 4,2 |4,55 4,— 3,81 — 3,04

Pii sledovani zmén zptsobenych O. lactis ve sterilni a nesterilni syrovatce (tab. 2)
bylo zji§téno, ze u sterilni syrovitky doslo téméf k vplnému odbourani piitomné
kyseliny, aniZ se pfi tom prakticky zménil obsah laktosy. U nesterilni syrovatky
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byla laktosa odbourdvina a nisledkem toho nastal po poditetnim poklesu kyse-
losti jeji opétny vzestup.

Tab. 3. Kultivace O. lactis na nezfedéné a ziedéné syrovétce frakcionované sterilisované. Syrovatka

ziedéna 1 : 6
. Spotfeba ml 0,10 N ’ R Rozpustné
Substrat | Trvand pokusu pH NaOHna 100ml | l@ktosa bilkoviny
: substratu 7o %
|
Syrovitka 0 4,15 6,40 3,71 0,41
neziedéné 24 4,40 5,32 3,66 0,43
45 4,60 4,78 3,62 0,43
69 4,45 4,95 3,52 0,43
117 4,50 4,89 3,52 0,43
Syrovéatka 0 4,95 0,70 0,43 0,17
zfedénd 24 4,95 0,43 0,45 0,14
45 5,20 0,43 0,43 0,12
69 5,20 0,43 0,47 0,10
117 6,70 0,05 0,45 0,06

Neztedéna syroviatka se béhem aerace mirné infikovala. Proto byla laktosa
¢astecné odbouravana. U syrovatky zfedéné, kde infekce prokézana nebyla, se obsah
laktosy prakticky nezménil (tab. 3). Pokles kyselosti souhlasi s ndlezy ptedchaze-
jicich pokust.

Tab. 4. Staciondrni kultivace O. lactis na zied®né syrovétce, frakcionovansd sterilisované. Syrovatka
ziedéna 1 : 6

. Spotieba ml 0,10 N ,
Substrét Trvé,nlhpi)ikusu pH NaOH na 10 ml Lal({)/tosa li,)?flf)us'tn{ch
v hod. substratu o ilkovin %
Zied&né 0 4,7 0,75 0,61 0,16
syrovatka 117 7,7 0,05 0,63 0,16 ;

Z vysledkl je zfejmé (tab. 4), Ze obsah laktosy a rozpustnych bilkovin se ne-
zménil ani po 5 dnech kultivace O. lactis, pfi éemZ viak byla odbourana témér
véskera kyselost.

Tab. 5. Kultivace O. lactis na substratu podle Niklase. Substrat frakcionované sterilisovén. Substrat

s 19 laktosy m8l pH upraveno pfiddnim NH,OH na 4,8. Substrét bez laktosy m&l pH upraveno
pomoci NH,OH na 8,5 a pak okyseleno kyselinou mlé¢nou na pH 4,7

Spotieba ml 0,10 N

¢ : |

Substrdt | 1rveni pokusu pH NaOH na 10 ml | Laktosa | Dusik celkem |

Vv hod. substratu ' /0 :

Substrat 0 4,8 6,77 0,90 0,03 ‘
819 24 4,9 6,02 0,89 0,03
laktosy 45 5,1 5,26 0,87 0,03
69 5,2 4,62 0,87 0,03
117 5,4 2,36 0,87 0,03
Substrat 0 4,7 8,06 — 0,04
bez 24 5,— 6,66 — 0,04
laktosy 45 5,2 5,26 — 0,04
69 6,2 2,04 — 0,04
117 7,6 0,43 — 0,04
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Na Niklasové syntetické pids (tab. 5) jsou potvrzeny vysledky predchazejicich
pokust.

Tab. 6. Kultivace 0. lactis na syrové syrovétce. Syrovatka ziedéna 1 : 5

Spotieba ml 0,10 N
Substrat | LT ert Polusu pH NaOHna 10ml | Lektoss | Rozpustns
Vv hod. substrdtu % oviny %
Naoékov. 0 4,7 1,07 0,87 0,17
0. lactis 24 3,7 1,61 0,76 0,17
46 3,8 1,40 0,62 0,17
94 4,3 1,72 0,25 0,14
142 4,2 2,79 0,12 0,14
Nenaotkov. (1 4,5 0,96 0,87 0,17
0. lactis 24 4,2 1,61 0,87 0,17
46 3,9 3,01 0,68 0,17
94 3,4 9,10 0,12 0,14
142 3,6 9,46 - 0,14
l

Z tab. 6 je zfejmé, e O. lactis odbourdvé kyselinu vytvorenou jinymi mikro-
organismy. Nebyla-li do syrové ziedéné syrovitky naotkovana O. lactis, zvySovalo
se napadnd mno#stvi kyseliny vzniklé rozbourinim laktosy. Laktosa byla tedy
odbour4véna i bez pfitomnosti 0. lactis. Obsah rozpustnych bilkovin zustal témérf
nezménén.

Tab. 7. Kultivace 0. lactis na sterilni a surové odpadni vod$. Odpadni voda z mlékérenské jimky zatiZena.
syrovétkou (pomdr 6 dila vody, 1 dil syrovétky). Sterilisace. V druhé variantd pokusu toté%, aviak
substrét nesterilisovdn

Spotifeba ml 0,10 N
Substrat | Lrveni pekusu pH NaOH na 10 ml L“‘(‘,f"“ bfl‘;ggi‘:f“:,‘)
Vv hod. substratu ° Y /o

Sterilis. odp. 0 5,4 0,75 0,60 0,13
voda naockov. 46 5,3 0,43 0,60 0,11
0. lactis 70 5,4 0,43 0,565 -
Nesteril. gl({ip. 0 5,1 0,64 0,64 0,16
voca Neotkov. 46 3,9 1,18 0,32 0,08
0. lactis

Byla-li mlékirenskd odpadni voda sterilisovina a pak naotkovéna O. lactis,
k odbour4véni laktosy doslo a% po infekei substratu (provzdu$iiovanim). Po 70 ho-
dinach provzdusiiovani &inil pokles laktosy pouze 0,05 %. Na stejném, aviak ne-
sterilnim substratu, bylo mo#no zaznamenat jiZz po 46 hodinich 509, pokles obsahu
laktosy.

Driskuse

Z pokust je zfejmé, Ze pouZity mikroorganismus Qospora lactis nemé vlastnosti,
které mu byly prisuzovény. Pfesto viak pfi &isténi odpadnich vod mlékdrenskych
timto zptsobem bylo dosazeno pom&rné dobrého &istictho Géinku.
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Mlékarenské odpadni vody jsou nejvice znetistény latkami organickymi, a to
hlavné laktosou, bilkovinami a réznymi mikroorganismy. Jak ukazuji vysledky
nasich pokusi, je laktosa, kterd nejvice zatézuje piisluiné odpadni vody, touto
mikroflorou rozbourdvana na kyselinu mléénou a i na jiné kyseliny. Pravou pii¢inou
rozbourdvéani laktosy je tedy pivodni mikroflora odpadnich vod mlékarenskych.
Teprve vzniklé kyseliny jsou mikroorganismem O. lactis béhem procesu stravovany,
po piipadé po zavipnéni kiddé neutralisovany. Z nasich pokusi je také ztejmé, ze
tak zvané , Fezani kadé‘ stejnd jako snahy o kontinudlni proces jsou plné opravnéné.
Pti téchto pochodech jde v podstaté o snahu prodlouZit kvageni na 48 i vice hodin
a o postupné piiddvani odpadni vody neprokvasené k odpadnim vodam jiz Gasteind
prokvaSenym. Tim se pro odbourévani laktosy tdelng vvuzivé mikroflory, kterd se
samovolné prosadila béhem &istictho procesu.

Pokud se tykd snizeni obsahu bilkovin, je zfejmé i z nasich pokusi, %e bdhem
24 hodin nemohlo dojit i za optimalnich podminek k 61 a% 799, snizeni obsahu
bilkovin zpisobenému fermentaci, coz jsou hodnoty uddvané jako minimum
a primér sniZeni (Jona$ 1951). To lze vysvétlit pouhou sedimentaci prokvasenych
odpadnich vod, jejiz udinek je urychlovin pridanim vapenného mléka. Nutno 6%
zdlraznit, Ze Jona$ (1951) konal pokusy prevainé s odpadnimi vodami z vyroby
syri. Pri podatetnim odbéru vzorkdi, pfi provzdudiiovani, tvoril syrovy prach
pravdépodobné podstatnou ¢ist odebranych vzorki, zatim co pii odbéru vzorki
po vapnéni a sedimentaci byly tyto jemné suspensoidni ¢astice strzeny ke dnu
vytvoirenym kalovym mrakem.

Velké kolisani ¢isticich adinkit JondSovy metody lze vysvétlit nestejnym obsahem
mikroorganismi v odpadnich vodéch, riiznou aktivitou mikroorganism, nestejnou
dobou kvasného procesu, riznou bakterijni ¢istotou zakvasné kultury O. lactis
a pak teprve téZ ménlivym organickym sloZenim mlékarenskych odpadnich vod.

U zkyslé syrovatky je distici ti¢inek mensi, ponévadz vytvorens kyselina mlééna
brzdi dalsi mikrobni destrukei laktosy. To je vieobecnd znimo na pf. u bakterii
mlé&ného kyséni. Je to té% patrno na pf. v pokusech uvedenych v tabulee 1. Zatim
co v pokusu se sladkou syrovitkou odbourani titraéni kyselosti probshlo b&hem
24 hodin z 50 9%, v pokusu s kyselou syrovatkou za tutéz dobu nebylo odbourino
ani 25 %, Tyto rozdily je moino pozorovat i ve zméndch pH.

Vliv desinfekénich prostiedki se pfednd mohl projevit na mikroflote odbouré-
vajici laktosu. Qospora lactis podle literdrnich tdaji (Jonas 1943) je vidi desin-
fekénim prostfedkiim znaénd odolna.

Jonés (1951) se domnivé, Ze i ostatni organické latky se v pfitomnosti laktosy $t8pi soudasné a lépe.
Jelikoz druhou hlavni organickou slozkou odpadnich vod mlékérenskych jsou bilkoviny, pfedpoklddéme,
ze pod slovy ,ostatni organické latky”, jsou minény pFedeviim bilkoviny. Zde pak upozoritujeme na
ndzor Pientiv (1952), Ze se a% dosud nepodaftilo v odpadnich vodéch mlékérenskych odbourat pomoci
rychlé fermentace soutasnd laktosu a dusikaté létky, a to pro ruzné fysiologické pozadavky mikro-
organismii, Udastnicich se rozkladu laktosy a bilkovin.

Dosazeny ¢istici i¢inek, nepiihlizime-li k mylnému vykladu jeho vzniku, byl za
tehdejsiho stavu zajisté uspéchem v tomto oboru. Viimneme-li si vSak obsahu
laktosy v odpadnich vodéch, které byly ¢istény p¥i vyzkumu této metody, musime
konstatovat, Ze koncentrace laktosy v nich (0,33 aZ 0,75 %,) odpovida asi 7 az 16 %,
jejich zatiZeni syrovatkou. Sdm Jonas (1951) viak pripousti, ze i pii Fadném pod-
chyceni syrovitky v syrarnach a tvarohdrnach piijde do odpadnich vod asi 15 az
30 % syrovétky. Dosahovalo-li se pti 7 a% 16 9, zatiZeni odpadnich vod syrovatkou
sniZeni jejich znedisténi o 50 az 70 %, BSK, pak je ziejmé, Ze pii vyS3im obsahu
syrovatky by se tato bilance jesté vice zhorsila. Nutno si uvédomit, e zbytek 30 a’
50 % BSK je vzhledem k podatednimu vysokému stavu BSK stéle jeité enormnim
zatiZenim (ku pf. sniZeni z 6.108 na 1.313 BSK, nebo z 5.532 na 2.036 BSK).
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Tento stav lze téiko obhajit ndzorem, %e ,,v odpadnich vodich vytisténych touto
metodou zistavaji hlavng 1atky niZe molekularni, které se ddle hnilobné nerozklddaji,
takze vytisténé vody jsou 1épe zpracovatelné pfi dodiftovéni...” (Jona¥ 1952).
Naopak v literatute se setkdvame s nizorem pravé opadnym. ,.Jestlize providime
pouze fermentaci laktosy, dochézi k poé¢itetnimu narufovéni dusikatych latek
(jako vysledek mikrobniho metabolismu), které davé vznik detnym molekuldm
polypeptidi, jez prib&hem samotisténi kladou piili§ velky poZadavek na biolo-
gickou spotfebu kysliku. (Pien 1952). Je tedy pravdépodobné, Ze pravé zbytek
takto naruSenych dusikatych latek, piipadnd spoledné s laktosou, zbyvajici v od-
padnich vodéch po skondeni disticiho procesu, je pii¢inou tak vysokého BSK vy-
digténych vod.

Své pokusy a nizory zvefejiiujeme ve snaze prispét k dalsimu dspéSnému vyvoji
disténi odpadnich vod mlékarenskych. Jonéfova metoda &iSténi odpadnich vod
mlékarenskych byla u nas v letech svého vzniku prvym, v provozu skuteéng ové-
fenym zpisobem, ktery mdl &irsi zaméteni, totiz vyuziti disticich procesii k vyrobé
krmiv. Je tteba usilovat o to, aby cennych zkuSenosti, nabytych pii pokusech s ni
jakoZ i p¥i jeji kritice, bylo vyuzito k dalkimu vyvoji jak v &iténi odpadnich vod,
tak i k jejich pfipadnému vyuZiti.

Objasnéni funkce Qospora lactis pti isténi odpadnich vod mlékirenskych pfimo
vybizi k provéfeni fysiologickych schopnosti tohoto mikroorganismu pfi tidténi
difusnich a Fzkolisovych vod cukrovarskych. Je moné, e nalezité osvétleni t&chto
schopnosti by podstatné pfispélo k zlepieni celého &istictho procesu.

Souhrn

Analysovali jsme pravé ptidiny dosahovanych &isticich Géinkd odpadnich vod
mlékarenskych, ¢i§ténych pomoci OQospora lactis.

Na, zéklad$ pokust jsme dospéli k nazoru, %e pouzity kmen O. lactis nemd onéch
fysiologickych vlastnosti, které u ngj byly piedpoklddany. Prokézali jsme neschop-
nost O. lactis odbourdvat p¥mo laktosu ve v&tdich mnoZstvich. Probrali jsme
i otdzku moZného zkvalovani bilkovin.

Z nasich pokust je ziejmé, Ze odbouravéni laktosy v odpadnich voddch je zpu-
sobeno jinymi, tam pitomnymi mikroorganismy. Teprve &¢innosti téchto mikro-
organismit vznikla kyselina je odbourdvéna pomoci O. lactis. Kromé toho O. lactis
hraje podpirnou roli pii zachycovani suspendovanych organickych litek pomoci
vlaknitého mycelia p¥i zavapnéni.

Zaujali jsme rovnd% kritické stanovisko k ostatnim vykladim &isticiho procesu
(neskodnost zbyvajicich balastnich, nize molekuldrnich latek).

Uvedené vysledky vybizeji k prezkouseni fysiologickych vztaht O. lactis i viiti
sacharose.
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K Bonpocy ouncTkE CTOUHBIX BOJ 3aBOJOB IO mepepaGoTKe MOIOKA Ip# [IOMOIH
Oospora lactis

M. Ceoboda u A. Hlasrniaxma
Peswome

Msl npousBesi aHAIUS3 UCTHHHBIX pe3yJbTaToB OYHCTHM Mpu moMomuiu Oospora lactis cTounbix
BOJ 33BOMIOB 10 NepepaloTKe MomoKa. Ha ocHoBaHMII COGCTBEHHBIX OMBITOB cOpasKMBaHUA MBI
NpUNITYA K BaKIIOUEHMIO, YTO NpuMeHABmMiAcA Ausa sroro mramm O. lactis He oGsagaer Temu
¢usnoiornyecKuMu cBolicTBaMM, HaJIUUMe KOTOpBIX ¥ Hero HpefAmodaralock, Mp IoKasami
HecnocoGHocts  O. lactis HemocpemcTBeHHO yCTpalATH JaKTo3Y B 0OIBIINX KOINUECTBAX.
Mur paccMoTpesin TaK#e BOMpOC BOBMOMKHOTO cOpaikuBaHUs GelKOBHX BellecTs,

Ha ocHoBaHuM coOCTBeHHMX HACTOALUX U NPE/KHNX ONHITOB M ¢ YUeTOM RaHHBIX JUTEpATYpLI
ML TIpUXOJIM K 3aKIIOYEHMIO, YTO YCTpaHEHIe JAKTOSLI U3 CTOYHBIX BOJ| BBIBLIBAeTCHA IpYTHMM
HaXOJAMMMUCA B BOAe MUKpoOpraHm3mamil, ToJIbKO KHMCITOTA, BOBHMKAKIIAA B peayibrare
AeSITEILHOCTH OTUX MUKPOOPTaHU3MOB, ycTpaHsaercA npu momoumn O. lactis. Kpome Toro O, lactis
MTpaeT BCIOMOTATeNbHYI0 pOJlb NpM MpUOaBIeHNI H3BeCTH, 3a/lep/KMBAA YaCTULH B3BeCH OpTaHH-
HeCKHX BEIIECTB B CBOEM BOJIOKHUCTOM MUNeJHW. Myl OTHeCHMCh KPUTHYECKNM M K OCTAJLHEIM
MOMEHTaM TOJIKOBAHNA OYMCTUTENBHOTC Ipoliecca (Ge3BpeHOCTS OCTAIBHHX 0AaJlMacTHHIX HU3KO-
MOJeKYJIAPHHX BelllecTB). ONBITOM, NOTYUeHHHIM Npy npumerenun O. lactis AIA oYNCTRY CTOUHBIX
‘BOJL 3aBOJIOB, NepepalaTHiBAOIMX MOJOKO, & TAKKe Npu KpHTUYecKoi npoBepke dTOTO cHocoba,
MOKHO BOCIOJIL30BATCH He TOJLKO A 0YUCTKI CTOYHEIX BOM, HO ¥ IIp¥ QUMCTHTEIBHHX paboTax
II0 3aroToBKe KopMoB. IlpmBesennbie pesyisrars TpeGyor nepecMoTpa PUBNOIOTHUECKUX OTHO-
menuit O. lactis u K caxapose,

Some Observations on the Cleansing of Dairy Sewage by Means of Oospora lactis
M. Svoboda and J. Salplachta

Summary

Analyses were made in an attempt to determine the real reasons why O. lactis has a cleansing effect
on dairy sewage. On the basis of our own fermentation experiments we arrived at the conclusion
that the strain of O. lactis used does not possess those physiological properties, which it was supposed
to have. We demonstrated the inability of O. lactis to destroy large amounts of lactose directly. We
also studied the question of the possible fermentation of proteins. From our own experiments, and
from our own and other experiences, we conclude that lactose in sewage waters is decomposed by
other microorganisms which are present. Only the acid which is produced by the activity of those
microorganisms is destroyed by the O. lactis. O. lactis moreover participates in the precipitation of
suspended organic matter with the help of its mycelia during treatment with lime. We are also rather
critical with regard to the explanations of the cleansing process (harmlessness of the remaining ballast
matter and the microorganic matter). Experience with the application of the method employing O. lactis
for the cleansing of dairy sewage and a critical evaluation of this method allow the conclusion to be
drawn that it may be used for the cleansing of sewage waters and also for cleansing processes in the
production of fodder. The results obtained require a revision of the physiological relationships of
0. lactis to saccharose.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roénik 1. (1956) — ¢&. 4

Novy zpusob barveni mikrobt*)
CESTMIR KALINA a MILOS PADEVET

Infekéni klinika v Praze 8 — Bulovka
Prednosta kliniky prof. MUDr J. Prochézka

Doslo 29. 11. 1955

Odlifeni #ivych mikrobi od mrtvych je stale pfedmdtem mikrobiologickych studif. Proto byly
vypracovany metody nékdy velmi obtiZné a tézko reprodukovatelné. Prvnf fesil tento problém Ehrlich,
ktery vyuzil redukéni schopnosti methylenové modrte pii intravitéinim barveni. Toto tema zpracovali
pozd&ji mnozi autofi. Cesky biolog RuZitka zavedl v roce 1905 metodu odlideni Zivych a mrtvych
bundk, které viak nebylo mozno pouzit v mikrobiologii. Dalsim zlepsenim differenciélniho odlifeni
%ivych a mrtvych mikrobi byla fluorescendni mikroskopie (Strugger 1940, Mejsel’ & Medvedeva 1951).
Dale byla provedensa celé fada pozorovéni pomoci 2,3, 5-triphenyltetrazoliumchloridu (Ried 1952).
Zlkuenosti s timto postupem konfrontovanym s jinymi vitdlnimi testy a fluorescendni mikroskopii
uverejnil u nés Hercik (1955). Podle dosavadnich zkudenosti nemueme souhlasit s tim, Ze by nékterd
dosud zn&mé metoda plns odlisile Zivé mikroby od mrtvych, protoZe viechny studie sledovaly pouze
Gsek #ivota nebo smrti mikroorganismu (na p¥. redukéni schopnost). Pii sledovéani biochemickych
vlastnosti mikroba Haemophilus pertussis jsme si ovéfili, Ze jejich barvitelnost methylenovou modi
zévisi na délee kultivace (Clark 1928—1931) a dalsich podminkéch; rozpracovanim tohoto tematu jsme
stanovili metodu, kterou lze snadno odlifit formy metabolicky aktivni od inaktivnich nejen u H.
pertussis, ale i u daldich mikrobu.

Materidl a metody

Cinidla: 1. Nasyceny vodny roztok methylenové modfe (Merck); sytime nejménd 48 hod., t8snd pred
pouzitim filtrujeme. 2. 5 % roztok ferrikyanidu draselného (uchovavéme v temné nidobd). 3. 3%
roztok peroxydu vodiku, 4. Nasyceny vodny roztok basického fuchsinu.

Tabulka 1.
A B C
Neisseria pharyngis Aerobacter Haem. fnfluenzae
Escherichia colt Cor. Diphteriae Pneumococcus v M fdze
Klebsiella Cor. pseudodipht. Pneumococcus v S fdzi
B. Paracols Salmonella Gartner Neissesra meningsiis
Proteus vulgaris Staphylococcus aureus Streptococcus pyogenes
Salmonella paratyphi B Streptococcus foecalis Streptococcus minutus
Salmonella typhi H. parapertussis Streptococcus alfa
Schigella Sonnes Pseudomonas pyocyanea Micrococcus albus
Salmonella Baretlly Mycobact. the. Gaffkia tetragena
Pasteurella multocida B. antracotdes Ristella melanogenica
Brucella abortus Vedllonella
Haemophilus pertussis Lqsteria monocytogenes
Bacillus (species neuréena)

*) Vénovéno k Sedesstym narozeninim prof. MUDr J. Prochézky.
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Postup: 1. B&ind zhotoveny preparat p¥i pousiti destilovand vody nechéme zaschnout na vzduchu,
nefixujeme. 2. Methylenové mod# 2 min. 3. Opladchnems vodou. 4. Ferrikyanid draselny nebo peroxyd
vodiku 10 vt. 5. Oplachneme vodou. 6. Basicky fuchsin 30 vt. 7. Oplachneme vodou.

Barveni: Popsanou metodou jsme vyget¥ili 35 druht mikrobii, které byly kultivovany na krevnim
agaru, na pud$ Bordet-Gengouovs, piipadns Loéwensteinovd. Stéi kultur bylo 24 hodin, u mikroba
H. pertussis a parapertussis 72 hodin, u mykobakteria tbe 6 tydnu.

Jasné kontrastni zbarveni u stejného kmene, t. j. modrozelené a ¢ervené, jsme nalezli u bakterii
ve skuping A (tab. 1); pomér individuf zbarvenych &ervend a modrozelend byl u téchto kmenti asi
50 %. U bakterii skupiny B jsme nachézeli té3 dvoji barvitelnost. Barva modrozelens prechdzela do
slabé modré, pomér takto zbarvenych mikroba k gervenym byl viak podstatné mensi ne# ve skuping
predchézejici. Popsanou dvoji barvitelnost jeme nenalezli u v3ech druhu. Bakterie skupiny C se barvily
pouze Cervend. V téle mikrobt zbarvenych modrozelend a# modfe jsme nachézeli intracellulgrns,
polérnd uloZené granula barvy temnd modré nebo temns zelenomodré. K pokustim jsme pou#ili bakterii
v jejich klidové fazi. Proto byly také obarveny pétihodinové kultury Stafylococcus aureus, u nichi byl
nélez mikrobii barvicich se zelenomodfe v kultuie staré 24. hod. minimalni. V t&chto kulturach se
zmnoZily mikroby zelenomodfe se barviei proti &ervens zbarvenym (asi 50 %, obou druhu). Nova
metoda udivé pravdépodobnd metabolickou aktivitu mikrobt. Z toho duvodu bylo provedeno nskolik
pokusi, které mély tyto vztahy objasnit.

Vysledky a diskuse
Nejprve jsme si cht&li ovdfit vliv nskterych fysikalnich a chemickych éinitela na bakterie pied po-

uzitfm uvedené metody. P¥i pouziti ruznych fysikélnich a chemickych prostiedka a pii usmreeni
bakterif se vichni jedinci barvili dervend (tab. 2).

Tab. 2. Barveni riznd ofetfenych kultur Proteus vulgaris

Bakterie Ogsetient Vysledek barveni

|
1. Proteus vulgaris 6. 777 horské slunce 1 hod. jen fervené 3
Proteus vulgaris &. 777 kontrola derv. & modrozel. {
2. Proteus vulgaris &. 224 methylalk. 1 min. jen fervené |

Proteus vulgaris é. 224 kontrola derv. a modrozel.,
3. Proteus vulgaris &. 224 silné fix. plam, i Jen lervené :
Proteus vulgaris &. 224 kontrola | &erv.a modrozel. |

Tab. 3. Proteus vulgaris kmen &. 169, ¢tyfhod. kultura

3 hod. 24 hod. | Citlivost i
c. - bé&zinou
Barva Kultiv, Barva Kultiv, methodou

1 Kontrola o O + [ O + I

2 Penicilin 10 j/1 ml e O 4+ [ O - necit,

3 Streptomycin 100 y/1 ml o O + ® O + necit.

4 | Aureomycin 200 y/1 ml ® negat. ® O -+ necit.

5 Alesten 100 /1 ml ) @) + [ ) @) -+

6 | Teramycin 100 y/1 ml o O + ® O -+ necit.

7 Chloromyeetin 100 y/1 m! o 0 + o G T necit.

8 | Methylalkohol 209 ® O + ° negat. |

9 | Cpavek2% ® O + ® O +
10 | Chloramin 1%, ® ®) + ® negat.,
@ cCervenéd O modrozelené

Dé'e jsme zjidtovali zavislost mikrobti barvicich se modrozelend a ¢ervené na jejich rastovych
schopnostech. K pokustum jsme pouzili kultury Proteusvulgaris, kmen 169, u néhoz jsme zjistili b&Znou
metodou absolutni necitlivost na penicilin (10 j/1 ml), aureomyein (100 /1 ml), streptomyein (100 y/ ml),
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terramycin (100 9/1 ml), chloromycetin (100 y/1 ml). Tento kmen jsme masivné naotkovali do 100 ml
bujonu a po &tyfhodinové inkubaci p¥i 37 °C jsme bujon rozpipetovali po 10 ml do sterilnich zkumavek.
vku & 1 jsme uréili jako kontrolu a v ostatnich deviti suspendovali antibiotika, sulfonamid,
desinfekéni prostiedky. Po 3 a 20hodinové inkubaci pfi 37°C jsme zhotovili prepardty, které jsme
obarvili popsanou metodou a kultury pfeolkovali na krevni agar. Tyto subkultury jsme odeéitali
po 24 hod. a sledovali jsme vyskyt modrozelend a dervend se barvicich mikrobti v souvislosti s rustem
na subkulturéch (tab. 3).
Jak z tabulky vyplyvé, nalezli jsme po ti#thodinové inkubaci ve viech mikroskopickych preparatech
modrozelend a ervend zbarvené mikroby mimo kulturu &. 4, kde byly mikroby obarveny jen éervensd,
Také subkultura &. 4 zistala sterilni, zatim co ostatni jevily jasny rust mikroba Proteus vulgaris.

8 BJ . °
74 oo 74
6 4
5 4
4 4
31
24

°
o 30% |

1%

9

O

o 1 2 3 4

Obr. 1. Proteus vulgaris. Obr, 2. Salmonella pyratyphi B.
Osa x: &as rustu v hodinach, osa y: index.

Po 20hodinové inkubaci jsme zjistili jen dervend se barvici mikroby v preparatech z kultur &. 8
a &. 10, jejichZ subkultury zustaly téZ sterilni. V ostatnich kulturéch jeme nachézeli mikroskopicky
modrozelend a dervend zbarvené mikroby; jejich subkultury vykazovaly rust mikroba Proteus vulgarts.

Dalsim tkolem bylo sledovat barvitelnost mikrobt v riznych fazich jejich rustu. Do kapky bujonu
jsme suspendovali zndmy kmen P. vulgaris a S. paratyphi B. Suspensi jsme pfenesli sterilni pipetou
na krevni agar. V jednotlivych intervalech jsme zhotovili piimé obtisky z pudy a barvili popsanou
metodou. V preparitech jsme sledovali pomdr zelenomodie a &ervend se barvicich mikroba pomoci
miizky v okuldru mikroskopu. Poéitali jsme vidy 5 X 3 &tverce a ze ziskanych hodnot zelenomodie
a dervend zbarvenych mikrobu stanovili prumérnou hodnotu a index I, ktery udava pomér modro-
zelend a &ervend obarvenych bungk. Vysledky jsou uvedeny na obr. 1 a 2.

Tab. 4. Staphylococcus aureus kmen &. 915, tifhod. kultura

37°C _55°C __15°0 __100°C 5
1] 102 |1 (‘) + 1+ 2 5 +l+|3| @|—=|—|4 | @|—|—1|50
2| 1074 | 5 5 ++8 8 +l—l7l@|—|—|8|@|—|—| 25
3| 105 | 9 g + =110 :) +l=n|e|—|—|12| @|—|—1 o
4| 10-% |13 g + | — |14 5 +l—|15| @|—|—|16] @|—|—]| 0
@ lervené () modrozelené
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Pii sledovani ristu mikrobt P. vulgaris a S. paratypht B na pevné pudé (krevnim agaru) novou
metodou jsme zjistili, ¥ modrozelens se barvicich mikrobu ptibyva do 2 hodin ristu. Pak opét poéne
piibyvat mikrobh éervend zbarvenych, aZz v 5. hoding rustu hodnoty pfiblizné odpovidaji hodnotém
vychozim,

Daldi pokusy mély zjistit zavislost mezi modrozelenym a &ervenym zbarvenim mikrobia
k zivému organismu. Kmen Staphylococcus aureus &. 915 jsme naodkovali do 4 ml bujonu a inkubovali
pti 37 °C 3 hodiny. Pak byla provedena titraéni fada fedénim Ringrovym roztokem 10-2,10 4, 10~ 8,
10-8. Kazdé fedéni jsme rozpipetovali do 4 zkumavek. Zkumavlku &. 1 jsme ponechali pFi teplotd 37 °C.
Na zkumavku ¢&. 2 bylo pusobeno 15 min. 55 °C ve sterilisatoru, na zkumavku &. 3 75 °C a na zkumavku
&. 4 100 °C. V daldich fed®nich byl pokus opakovan stejnym zptisobem. Takto pieotkované kultury
jsme pieodékovali na krevni agar, zhotovili z nich mikroskopické preparity, které jsme obarvili novou
metodou a vidy 0,5 ml kazdého vzorku vstfikli bilé mysce intraperitonealns (desetidenni mysky stejné
véhy). Po uhynuti jsme my#i pitvali a provedli kontrolni kultivace z orgéni.

Zjistili jsme (tab. 4) pfitomnost zelenomodre zbarvenych mikroba v fedénich 10~ 2 &2 10 8 u vzorki,
na né% bylo pasobeno teplotou 37 a 55 °C. U fedéni 10— 2 az 10~ 8 u vzorkd, na néz bylo ptisobeno tep-
lotou 75 a 100 °C, jsme nalezli jen mikroby barvici se dervené. Také kultivace vzorkd, na které bylo ptiso-
beno 75 a 100 °C, zhstaly sterilni, zatim co ostatni vykazovaly rist stafylokoka. Mysi, které byly otko-
vény fedénim 102, na které bylo ptisobeno teplotou 37 a 55 °C, uhynuly po 48 hod. Mys &. 5, o&kovana
zfed$nim 10~ 4, na které bylo pasobeno 37 °C, uhynula po 72 hod. Ostatni my3i ziistaly na zivu bez pii-
znaku onemocnéni. U vSech uhynulych mysi byl kultivaénd zjistén Staphylococcus aureus.

Déle jsme zjistovali zavislost poméru zelenomodfe zbarvenych mikrobt k &rvenym (indexu)
k smrtnosti mysi. Oxfordsky kmen Stafylococcus aureus jsme naockovali do 10 ml bujonu a inkubovali
pfi 37 °C 3 hodiny. Pak byl do 3 zkumavek rozpipetovan po 9 ml Ringrv roztok a do kazdé zkumavky
pfidano po 1 ml kultury (fedéni 10~2). Zkumavka &. 1 byla ponechéna pii teploté 37 °C, na zkumavku
¢. 2 bylo pusobeno 55 °C ve sterilisdtoru po dobu 15 min., na zkumavku ¢é. 3 bylo piasobeno 60 °C. Pak
jsme z kazdého vzorku zhotovili mikroskopické preparaty a barvili je novou metodou. V preparatech
jsme po¢ijtali index tak, %e jsme poéitali vidy 10 x 3 &tverce a ze ziskanych hodnot vzali pramér.
Potom jsme kultury pfeockovali na krevni agar. Kulturami jsme naoékovali bilé mysky (10 dnu staré,
stejné vahy vidy ve skupindch po osmi) ddvkou 0,2 ml intraperitonedlns. Zbytek zédkiadni kultury
jsme déle inkubovali pti 37 °C. Po 24 hodinach rastu bylo s kulturou postupovéno piesné stejnym zpi-
sobem, jak jsme uvedli u kultury ttihodinové. Uhynulé mysi jsme pitvali a jejich organy kultivovali.

Tab. 5. Staphylococcus aureus kmen ,,Oxford**

i z Uhynuti mysi o/, amrtnosti Index
P2 3 -
= |2 = do do do B
ke 24
& | 2 | & 2ah|ash|nan | Ol 2 @ a
i ‘ [ — ‘
| |
g | s |60°c| s 0 0 8 0 100 1,6
i ; r
o100 8 50°C| 8 0 0 8 0 100 | 915 ] 103 | 117
g ‘
~ 8 |37°C| o 1 o 17 |1 87,5 0,9
, ! !
g 8 I37°C| 2 | 1 | 0o | 38 | 5 | 315 0,6
-4
< | 102] 8 |s0°C| 2 0 1 3 5 375 | 87| 05 | 04
[=]
” s |e60o°c| o 1 o 1 7 12,5 | 0.1
o \ \ } ]

Index = pomér zelenomodie zbarvenych mikrobw k dervenym,

Pri stanoveni indexu jsme zjistili, Ze byl nejvyssi u tfithodinové kultury (tab. 5). Index byl pod-
statné zvysen u viech vzorkn t¥ihodinové kultury proti vzorkium kultury inkubované 24 hodin. Kulti-
vace viech vzorku na krevnim agaru vykazovala rust Staphylococcus aureus. V pokusu na mysich jsme
zjistili, Ze klesani indexu je pfimo umérné snizovani mortality mys$i. Zasadni rozdil v mortalité mysi
jsme zjistili mezi kulturou inkubovanou 3 a 24 hodin, kdy u tfihodinové kultury byla celkova mortalita
95,1 9%, zatim co u 24hodinové kultury byla jen 28,7 %. V souhlasu s tim priamérny index t¥ihodinové
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kultury byl 1,17 zatim co 24 hod. kultury byl jen 0,4. Té% se snizovanim indexu se posunoval ¢as uhynuti
my#i. U viech uhynulych mysi jsme kultivaénd zjistili z orgéna Stafylococcus aureus.

Dsle jsme provedli pokus, jeho% cilem bylo zjistit, zda Servené zbarveni znamené nutné srart
mikroba. Sledovali jsme index v souvislosti 8 poétem kolonii.

Zjistili jsme, e neni velkého rozdflu v mnostvi kolonii (to je Zivych mikrobu) v souvislostis indexem.

Modrozelend nebo modie zbarvené mikroby p#i pouZiti popsané metody jsou metabolicky aktivni,
jak dokazuje jejich rtist v subkulturéch, zmnoZeni v dasnyth stadiich rastu a pfimé zavislost uvedeného
indexu k smrtnosti u my#f. Cervené zbarveni mikrobti nemusf znamenat nutnd jejich smrt, ale meta-
bolickou inaktivitu, jak jsme zjistili v pokusech, které sledovaly souvislost indexu s podtem kolonif.
Metoda tedy nediferencuje Zivého mikroba od mrtvého, ale odliduje metabolickou aktivitu jejich
protoplasmatu od inaktivity. Princip reakei neni je§t$ zném.

Uvedens metoda nebyla dosud popséna, je jednoduché, rychlé, snadno reprodukovatelnd a po-
uzitelns pro $iroky okruh mikrobi. Spliiuje tedy predpoklady jako zéklad daldich vyzkumii. MaZe po-
moci pti studiu rastovych fézi mikrobu, jejich odolnosti vidi zevnim vlivam, 1ékam a desinfekénim
prostredkium, Muze déle pomoci p¥i vyzkumu zlepSovéani kultivaénich prostiedi.

Souhrn

1. Popsali jsme novou metodu barevného odlideni mikrobit metabolicky aktivnich od inaktivnich
jako zékladni préci k fefeni podminek jejich rustu, odolnosti, vlivu 16¢iv & desinfekénich prosttedku.

2. Metoda spodivé v barveni nefixovanych bakterii methylenovou modi, pak v oxydaci ferrikya-
nidem dragelnym nebo peroxydem vodiku a v dobarveni basickym fuchsinem.

3. Touto metodou se d&lf bakterie do dvou skupin. Do skupiny, u nif nastéva dvoji barvitelnost
(barva modrozelené a3 modré u metabolicky aktivnich a barva dervené u inaktivnich) a do skupiny,
u ni% tento jev nenastava.

4. Meotodu jsme ovéfili sledovénim vlivu ngkterych fysikdlnjch a chemickych faktorti na bakterie
pred poutitim uvedené metody, zjiftovénim zévislosti mikrobit modrozelend a dervend se barvicich
k jejich rustovym schopnostem, sledovéanim barvitelnosti mikrobi v riznych fézich jejich rastu a stano-
venim indexu (to je pomdru zelenomodie k ervend se barvicim mikrobum), zjistovanim zévislosti
obou forem k Zivému organismu a k smrtnosti u mysi. Zjistili jsme, %e inaktivita neznamens nutnd
smrt mikroorganismu,
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Hopmiit cmocod oxpacku mMukpoGos
Y. Kaaurna u M. IIadesem
Peswme

OnuceiBaeTcA HOBHA MeTOA HuPepeHIMANbHON OKpACKM AKTUBHBIX M HHAKTUBHBIX C TOYKM
3peHUAl MeTabonM8Ma MEKpOOOB, — KaK UCXOMHOU paboTH IpM oNpefelieHnH ycaoBul mx pocra,
ycro#MMBOCTY, BIMAHYA HA HUX JeKapCTBeHHMWX U NesuHQeKIMORHBIX cpeicTB. MeTox sanimouaerca
B OKpacke He3aQUKCHpOBAHHWX OakrTepuil MeTWJIEHOBHIM CHHHM IpH TOCTeLYIOUIEM OKHCIeH U
¢ MOMOINBI0 KpacHOH KpoBAHON cosu WM MepeKHCH BOZOpORA U KOKpACKe OCHOBHBIM QYKCHHOM.
C moMowysio aToro Merofa Gakrepyuu paclpefelAKNTCA HA 2 IPYNNH: HA JBOAKOOKpAlINBAIOLLYOCs
rpynny (cuHeseJeHBIM U J{ase YepHEIM Y KIXeTOK ¢ AKTUBHBIM MeTafoan3MoM) U KpacCHBIM Y HHAKTHUB-
HBIX KJIETOK) M HA rpynmy, y Koropoil ato siBieHue He HaGmoaaercA. — Metos GbIT IpoBepeH nyTeM
ncclle/loBaHNA BAMAHUA HA GaKTepMH HeKOTOpHIX PUBHYECKUX U XUMUYeCKUX ¢akropoB, HelicTBo-
BaBIUUX 710 NpMMeHeHHMA MpefjlaraeMoro MeTojla; MyTeM OMpefdelleHUA 3aBHCUMOCTH CHHe3elleHON
M KpacHo! oKpawyuBaeMocT MUKpOGOB OT MX cIOCOGHOCTH K pOCTY; MyTeM HccilefoBaHuit oKpamy-
BaeMOCTH MUK[OOOB B pasiniHble $astl HX pocTa W ONpefesicHUA MHAeKca (T. 6. KOJMIeCTBEHHOTO
COOTHOLIEHHA Me[y MAKpoGaMu, OKpaIIMBAIOIIMMIICA CUHE3EJICHHM M KpacHBIM IBETOM); MyTeM
onpefleTeHNA BABUCHMOCTH 00euX PopM OKpAIIMBAEMOCTH OT AMBOTO OpTaHM3MA M OT CMepTHOCTH
y Mbiuefi, Myt ycTaHoBHIM, YT0 WHAKTMBHOCTL He JOIIKHA 00A3aTelIbHO 03HAYATH cMepTh MUKpO-
OpraHH3Ma,

A New Method of Staining Micro-organisms

C. Kalina and M. Padevct
Summary

A description is given of a new method of staining, for differentiating metabolically active from
inactive micro-organisms, as the basis for resolving the conditions of their growth and resistance and
the influence of drugs and disinfectants. The method consists in staining non-fixed bacteria with methyl-
ene blue, then in oxidation with potassium ferrocyanide or hydrogen peroxide and in staining finally
with basic fuchsin. By using this method the bacteria are divided into two groups, a group in which
double staining occurs (bluish-green to blue in metabolically active bacteria and red in inactive) and
a group in which this does not occur. The method was verified by studying the influence of certain
physical and chemical factors on the bacteria before using the method, by ascertaining the relationship
of the microorganisms staining bluish-green and red to their ability to grow, by observing staining
of the micro-organisms at various stages of their growth and by establishing an index (tke proportion
of bluish-green staining to red staining organisms), and by ascertaining the relationship both forms
to the living organism and to mortality in mice. It was found that inactivity does not of necessity
mean the death of the micro-organism,
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Kritiky a recense

O mnozZeni a péstovani mikroorganismu, zvla$té bakterii*)

Jednim z v&dnich obord, ktery neustéle upoutdvad pozornost vefejnosti, je mikrobiologie. Tento
zdjem je mozno vysvétlit tim, %e pravé mikrobiologie v poslednich desitiletich dosdhla vyznainych
uspdehti v rozliénych oborech lidské &innosti. Nejen, %e byla odhalena vétsina ptavodct nakaZlivych
nemocf, ale byla také nalezena idinné opatfeni a uéinné léky proti nim. Zv1asté v posledni dob® bylo
vyuZito produktii vymény latkové jednéch mikroorganismi k potiréni Skodlivych mikroorganismi
jinych. S daldim pokrokem biologické védy se objevuji nové a nové antibiotika a zlepduje se zptisob
jejich aplikace. A neni to jenom lékafstvi, kam mikrobiologie zasahuje: Gspdchy pfi zvySovéni vynosi
zemédslskych plodin za pomoci otkovacich latek podnitily zdjem o mikrobiologii u pracovniki v zems-
délstvi, kde byly do nedédvna zndmy jen 3kodlivé mikroorganismy fyto- a zoopatogenni.

V kvasném pramyslu byla éinnost mikroorganismi, a to zejména kvasinek, zndma jiz po staleti
a tisicileti. AvSak i zde v posledni dob& se vyuZivéd enzymatické &innosti mikroorganisma k novym
vyrobnim procesim, na pf. k vyrobd organickych kyselin, organickych sloudenin — rozpustidel, amylo-
lytickych preparidti atd. MuaZeme fici, Ze v fadé odvétvi stojime pied etapou biologisace vyrobnich
procesi.

8 timto ristem vyznamu mikrobiologie je tieba se vyrovnévat i se zdkladnimi problémy teoretickymi.
Je nutno studovat otdzky a zdkonitosti vymény ldtkové u mikroorganismi, jejich mnofeni a promén-
livost, které maji vyznam nejenom pro mikrobiologickou védu, ale mohou ndm dét odpovéd i na sporné
otézky v biologii.

Abychom mohli ovlidat ¢innost mikroorganismi, musime znét jejich Zivotni pochody. Nejvyznad-
ndj3i vlastnosti mikroorganismu je, jak fikd akademik Malek ve své préci,,O mnoZeni a péstovini
mikroorganismi, zv14$t® bakterii’, jejich prudké mnoZeni. Chtit vyu%ivat vlastnosti mikroorganismii
at jiz pro produkei biomasy nebo jejich metabolitti a neznat zdkonitosti mnozeni, to by bylo, jako chtit
vejce a nevdddt pii tom, zda je snési slepice nebo kohout.

Naskyté se oviem otézks, zda ,,nejvyznalnéjdi vliastnosti mikroorganismi samostatnd se mnoZicich*
{to je bakterif, aktinomycet, plisni a kvasinek) je jen jejich prudké mnozeni. MiZeme se domnivat,
%e pravd tak vyznadnou vlastnosti je jejich intensivni a 8iroké enzymatickd aktivita, z niz vyplyva
jak rychléd vyména latkové, tak i prudké mnoZeni. Proto také podnitime-li n&jakym faktorem tuto vy-
ménu ldtkovou, ovladneme i mnozeni.

Akademik Mélek vychdzi ve své préci z déleni bakterijni buriky, pfechdzi na mno%eni v kulturdch
statickych, ddle na zédkonitosti mnoZeni v proudicim prostfedi a kone&n® shrnuje své vlastni poznatky
a uvédf ndkteré vyhledy do budoucna.

Celkovy rozvrh knihy je sprédvny, autor tu postupuje logicky a vyustuje v zamy3leni nad tim, jak
je moZno v Biroké praxi pouZit ziskanych poznatki.

A to je prvnim velkym kladem knihy, kterd se zabyva pfevaind teoretickymi otdzkami ve svych
prvnich oddilech.

Vsechno toto badéni nad teoretickymi otdzkami o d&leni a mnozeni bakterii neztstdv4 samotitelné,
odtrzené od praxe, ale piimo vede k vyuZivani poznatka v lékatské a technické praxi, snati se k této
praxi ptispdt a nuti étendfe zamyslet se pfimo nad aplikaci novych teoretickych poznatki.

V tavodu akademik Mélek rozebird teoretické tivahy o mnoZeni bakterii. Uvadi, #e na p¥. E. coli
dé za 24 hodin vznik 5 trilionim jedincu. Uvazuje nad takovou intensitou mnozeni a dovozuje, Ze je to
pravé zplusobeno tim, Ze mikroorganismy nejvice uskuteétiuji jednotu se zevnim prostiedim a pfi
mnozeni styény povrch s prostiedim roziifuji. Mikroby maji velikou asimilovatelnost réiznych prosttedi,
vyuzivaji nejSirdich Zivotnich podminek; neni snad latek, které by nebyly mikroorganismy napadény.
Mikroorganismy %ijf ve vod$, vzduchu, v nafté, rozklddaji nejenom tézko rozlo%itelné, ndkdy i jedovaté
slougeniny organické, ale i rostlindm nepiistupné sloudeniny mineralni. Mohli bychom se proto domnivat,
znéme-li jiZz tolik o Zivotni &innosti mikroorganismi, %e dovedeme jejich &innost uplné ovlddat. A tu
autor tvrdi, Ze ptes velkeré nale znalosti, jako# i &iroké pouziti mikroorganisma v pramyslu, jsme
nedovedli plné vyu#it jejich nejzdkladndjsich vlastnosti: prudkého mnozeni. Ve vétsind vyrob se po-
uzivé statického prostfedi s omezenym mmnoZstvim Zivin. Jakmile mikroorganismy %iviny vyderpaji,
prestanou rast, mnozit se a za¢nou odumirat. Autor dochézi k zdvéru, e staticky zpisob péstovéni
mikroorganismit ndm nedovoluje vyuzit dynamiky mnozeni, protoze tuto dynamiku spoutdvame
-objemem, v ném# mnostvi Zivin neni v poméru k schopnostem mnoZeni mikroorganismii.

A nejen to, tento zpiuisob se nehodi ani k plnému rozvinuti teoretického badén{, zejména v otdzkach
#{zené proménlivosti. Nejpruindjsi a nejpfizpusobivajsi je vidy mlady organismus. Avsak p¥i kultivaci

*) Tento referdt byl pfednesen na diskusnim seminafi, pofédaném komisi technické mikrobiologie
{USAV v Praze dne 25. 11. 1955,
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ve statickém prostiedi nedostdvame mladé pruZné jedince. Proto péstovéni v prutokovém prostiedi
by ném mohlo pomoci k feseni otdzek fizené proménlivosti. Tak pro teoretické badani i praxi lékatskou,
pramyslovou a zemédélskou méa byt vypracovéna metoda, kterd umozni plné rozvinuti dynamiky
mikrobniho mnoZeni a rozvinuti vSech enzymatickych dé&ju, to je metoda dynamicka, pratokova.

V druhé kapitole, kterd ma zahlavi O déleni bakterii, diskutuje autor s véeobecnd tradovanym nd-
zorem, %e déleni bakterii je pouhé puleni, pfi kterém mateiskd burka se v ur¢itém okamiziku témet
mechanicky rozdéli na dvé stejné bunky dcefinné. Z tohoto pojeti oviem vyplyvé nesmrtelnost bakte-
rijni buniky. I kdy% se v literatuie nékdy objevily n&které pfedstavy o vyvojovych cyklech u bakterii,
ani tyto nézory v zakladd nezménily zékladni pfedstavu o déleni mikroorganismit. Akademik Mélek
polemisuje s uvedenym nézorem na déleni bakterijni buriky a uvadi, Ze bychom v tomto piipadé
,»u bakterii mali néco zvlastniho, co neméame u %adnych jinych organismi, buitky nemaji svou vlastni
historii, jsou v podstatd nesmrtelné‘‘ (str. 17).

Akademik Maélek podotykd, %e tohoto nespravného nézoru bylo pouZito k podpofe reakénich teorif,
zvla$té Weissmannovy teorie o idioplasmé. Skoda, %e autor sam omezil v ivodu kapitoly rozsah své
prace a %e do ni nepojal otdzky bakterijnich cykli a jejich kritické zhodnoceni. Vidyt nékolikrate
na problém cyklogenese narézi. Je pfirozené, Ze sledovéni téchto t. zv. cykla a jejich sprdvné hodnoceni
vyzaduje mnoho experimentalni préce a vyZaduje postavit si cely problém tak, %e vyvojovy cyklus
u bakterii je zdvislyna podminkach prostfedi. Tento cyklus nemuZe byt nic fixovaného, daného jen
dédiénosti, ale je velmi sloZitou reakei Zivého organismu na ménici se podminky vné&jsiho prostiedi.
Domnivam se, Ze bude nutné zabyvat se témito otdzkami, zvlasté proto, Ze se objevuji, jak pozdé&ji
ukéZeme, nepfesné ndzory o stadijnosti bakterii v souvislosti s cyklogenesi. Pravé tak neni v knize
rozvedena otédzka vzniku bakterii z nebun&éné hmoty. Je to pochopitelné; tato otazka je piili8 sloZité
a jejim zafazenim by se rozsah knihy podstatn® zvétsil a ztracel by na piehledu.

V dalsim se autor pozastavuje nad zajimavou skuteénosti, Ze d&leni bakterijni buiiky je ve svétové
literatufe vénovéna tak mal4 pozornost. Na pf. Knaysi ve své monografii o bakterijni buiice vénuje
deleni jen necelé 4 stranky, z nichZ vice neZ jednu zaujimaji obrézky. Autor tu uvadi fadu pfiklada
v historickém pfehledu a diskutuje se vZitymi nazory Topleyovymi, Wilsonovymi a Hinshelwoodovyini.

Akademik Mélek uvadi, Ze kdyby se jednalo o pouhé mechanické rozdéleni ve dva stejné dcefinné
jedince, pak by oba tito jedinci a z nich i daldi pokoleni museli byt stejnorodi. Tato pfedstava vsak
neodpovidé skutedénosti. Kazdému mikrobiologu je znéamo, %e v kulturdch bakterii, dokonce v kultu-
réch kvasinek z jediné butiky jsou jedinci s rozli¢nou generalni dobou, jedinci, kteti se v déleni opozduji
za ostatnimi, jedinci velikosti, tvarem i Zivotaschopnosti velmi rozdilni.

Autor z toho uzavird: ,%e dosavadni badatelé nevidéli déleni bakterii biologicky, jako soutdst
hlubokych latkovych pfemén v burice, odtrhovali dsleni bakterijni od pfemén v buiice, od jeji ldtkové
vymény ... déleni samo bylo pro né déjem &isté mechanickym‘. Vlastni pokusy autorovy ukézaly,
%e buriky po déleni nejsou rcvnocenné, Ze v 1and mateiské butiky vznikéd bunka nové, deefinnd, pfi
tem? dé&leni neprobih4 podle n&jakého stalého schematu, nybri Ze se nékteré bunky deli ¢astdji, jiné
zaostdvaji a koneénd umiraji. Tak vznikaji butiky rtizného st4fi, rzné historie a proto také razné bu-
doucnosti. Autor konéi kapitolu konstatovénim, %e vyvoj jednotlivych bakterif je hluboce ovliviiovan
zevnimi podminkami. Do jaké miry, to oviem je tfeba jeitd studovat. Domnivam se, %e tuto kapitolu
by bylo tieba je¥t8 prohloubit pravé v otdzkach vztahu vnéjsich podminek na dsleni mikroorganismil.
A to zejména proto, Ze ve tieti kapitole (mnoeni bakterii ve statickych kulturdch) autor éasto hovoii
o vlivu vné&jsiho prostfedi na mnoZeni bakterii.

Treti kapitola mé charakter znaéné polemicky. V ni probira akademik Mdlek nézory na mno-
zeni bakterif ve statickych kulturdch a predevidim se vyrovndvé s nevddeckou teorii o maximélni
koncentraci. Jak je toho tteba, je vidét z toho, %e a% dodnes v publikacich nagich autora je tato teorie
nekriticky pFijiména. Tak na pf. i Duchoslav ve své Mikrobiologii (Praha 1953) ji uvéadi bez jakéhokoli
kritického zhodnoceni.

Akademik Mélek poté rozebird rastovou kfivku mikrobai a poukazuje na to, Ze ndkteré nedusled-
~ nosti nebo chyby pfi vykladu rastové kiivky vznikly pravé proto, ze badatelé pokladali déleni bakterii

mechanickym rozpilenim plasmy za axiom. Dokazuje, %e ,typické rastové kiivky nejsou né&jakou
zédkonitosti bakterijniho mnozeni nezévislou na podminkdch, kterou bakteriim davame ... nejde tu
o stadia vyvoje, ani nejsou nasledkem vnitrodruhového boje; naopak jsou diisledkem nagich kulti-
vaénich podminek ... proto za prirozenou &¢ast ondch ristovych kfivek muzeme povazovat tu Cast,
kde se je$té neprojevi tento rozpor, t. j. obdobi logaritmické‘. Tak jako obdobi zdrzeni — tak zvané
lag-fdze — jejiz priubdh neni jednotny a sestdvé z adaptace mikroorganismu na dané podminky a pak
zadatku vlastntho mnozZeni, tak i faze logaritmického rastu neni déjem jednotnym. V jeho prubshu
dochdzi k népadnym zméndm mnozicich se mikroorganismi, které je mozno sledovat nejen morfo-
logicky, nybrz i biochemicky.

Autor d4l dovozuje, %e pdstovéni ve statickych podminkdch neni normdlni, e i piirozend sidlistd
mikrobt jsou prostfedim dynamistéjsim, pokud se tyde piisunu Zivin, nez statické kultury (strana 85
a dalsf). Autor uvadi, %e presto znalost riistovych kfivek a jejich podrobné studium jsou daleZité,
nebot vétsina dosavadnich primyslovych vyrob se uskutedfiuje ve statickych podminkéch. V této
kapitole se autor zmitiuje o nékterych pokusech a nazorech Monodovych. Myslim, %e by bylo udelné

190

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500004-1



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500004-1

nékteré nézory lépe osvétlit a objasnit. Zejména se to tykéd vytézku mnoZeni, piirastku v dasovych
intervalech a krdtké stati o limitujicim faktoru. Domnivdm se totiZ, Ze Monod pfejimé nékteré své
z4vdry z tak zvaného Liebigova zdkona minima u rostlin, o jehoZ sprdvnosti prdvé Viljams diskutuje.

Ve ¢&tvrté kapitole autor uvddi pifstupnou literaturu o pratokové kultivaci mikrobi. Svou po-
zornost vénuje pracim sovétského badatele Uténkova & znovu pokusim Monodovym. Koneénd uvédi
struény prehled o vyuziti prutokovych metod v dosavadni pramyslové praxi a piehled metod konti-
nuélnich. Podle pramenti nam dostupnych jsme zjistili, #e prvni popsanou metodou o péstovani mikrobu
v proudicim prostiedi jsou metody Welleminského (Cbl. Bacter. I. Orig. 42, 1908) a Welleminského
a Butschowitze (Cbl. Bacter. I. Orig. 104 : 443, 1927), kde jsou uvedeny i dalsi pokusy autoru jako
Appela, Matheye, dnes ji% nezndmych, a j. I kdyZ prvni uvedend metoda méla jednu zdvainou chybu,
%e se v ni nepouivalo stdlého pritoku Zivin, takZe pritok se dal v jakychsi polostatickych podminkéch,
mély byt Welleminského pokusy registrovany prévé jako snaha o zlepSeni nevyhovujici kultivaéni
metodiky. Déle by bylo také tieba lépe doloZit kontinudlni nebo prutokové metody pouZivané v nafem
prumyslu. Chybi zde zminka o dosavadnim zpisobu vyroby octa atd. O tom bude jistd v diskusi fet.
Pokud se tyde kontinudlnich metod &isténi odpadovych vod, nejsou to jen pokusy s uvedenou metodou
Jonédovou. Vétdina metod ¢idténi odpadnich vod, biologicks filtrace, zkrépdci filtry a zejména metoda
aktivniho kalu, jsou metodami pratokovymi. Zv1dst® metoda aktivniho kalu by si zaslouila pozornosti
jak po strdnce praktické, tak po strance teoretické a jistd by piispéla k feSeni otdzek pdstovani mikro-
organismu v proudicim prostfedi.

V pété kapitole popisuje akademik Mélek své vlastni pokusy s pratokovou metodou, jako% i vyvoj
laboratorniho priitokového zaiizeni. Je nesporné, e od zaddtku pavodnich praci zaznamenala Mélkova
metoda znadné zdokonaleni a to nejen v aparatute, ale v rozdifovani své pouZitelnosti. Autor se zabyval
nejen technickym zdokonalenim metody a sledovédnim zékonitosti mnozeni v tekutych kulturdch, ale
té% produkei biomasy, produkei ndkterych ldtek a také proménlivosti mikroorganismi, kterd je, jak
poznamendvé, pratokovou metodou silnd ovlivnéna. Z dosavadnich pokust vyplyvé celd fada zdvaZnych
z4véri. Autor dokazuje, Ze po tidobi adaptace na pritokové prostfedi se mikroby plynule mno#i a ne-
jevi zndmek degenerace kultury, naproti tomu se projevuje znaéné ruznocennost mikrobnfch bunék
v pribshu mnoZenf. V pratokovych kulturéch bylo dosaieno mnohem vys3ich koncentraci mikro-
organismil ne? ve statickém prostfedi a ani v téchto vysokych koncentracich nebylo lze pozorovat
zndmky vnitrodruhové konkurence. V pratokové kultufe je moZno zachycovat mikroby ve stavu
nejaktivnéjitho mnozeni, kdy enzymatické procesy jsou nejdynamiétdjsi. Autor podavé piehled o Fad®
svych pokust s K. cols, Sal lla enteritidis, s azotobakterem, se sporulujicim bacilem B. pumillus,
8 penicilii & 8 kultivaci kvasinek. Autor uvaZuje o moZnostech f{zené proménlivosti, které dévé pru-
tokové metoda, a na konec uvazuje o praktickém vyuZiti svych poznatka prutokové kultivace. Jako
mo?né vyhledy se mu jevi ptiprava kvalitndjiich bakterinu neZ z bd2nych statickych kultur, déle p¥i-
prava bilkovinné mikrobni masy, pouZiti v kvasném prumyslu, ve vyrobs amylas, kyseliny citronové,
antibiotik atd. Casto se uvadi, %e kontinudlni a tedy i pritokové metody maji velké nebezpedi v bakte-
rijnf infekei. Na tyto ndmitky akademik Mélek odpovidd, %e nebezpeti infekce u prutokovych metod
je men3f ne% u metod statickych. MuZe tomu tak byt v laboratornich podminkdch. Tak akademik
Miélek uvédi, Ze kulturni mikroorganismy dokonce dovedou pfeméhat v prab&hu kvaSeni prutokovym
zptsobem ndhodnou infekei. Je oviem otézkou, jak tomu bude za provoznich podminek a zejména pii
obtiZich, které jsou s provoznim zafizenim jako pumpy, kohouty, ventily atd. To oviem muZe ukézat
aZ poloprovozni nebo provozni prutokové zatizeni.

Projdeme-li knihu strdnku po strdnce, vidime, %e ukol, ktery si akademik Miélek vytyéil, byl veliky.
Autor se zabyval zakonitosti déleni, mnozeni mikroorganismu, uplatnénim pratokovych metod a ze-
jména na nich dokazoval nespravnost ndkterych nazorid, polemisoval se zastédnci reakénich teorii a své
nové prikopnické ndzory podpiral nejen svymi pokusy, ale i na zédklad$ kritického rozboru literdrnich
udaja. Neni moZno probirat viechny i vyznadndjdi stat® v knize akademika Malka. Vidyt i jistd z fad
ostatnich ulastnikti dnedniho diskusniho dopoledne bude fada ptipominek. Proto se omezim jen na
nékteré tivahy z teorie i praxe, kde pfedpokiddam, Ze by bylo tieba jedts dalsiho objasnéni v soudruzské
a plodné diskusi.

Prvnf z ptipominek se tyké déleni bakterii. Je zfejmé, Ze staré ndzory o prostém polceni je moZno
pokladat za prekonané na zékladé faktického materidlu sneseného v knize akademika Mdlka. Budou
zde oviem uréité kvalitativni rozdily mezi jednotlivymi skupinami mikroorganismii. Jinak se mno#i
viry nebo bakteriof4gy — pravddpodobnd ty uvédi akademik Mélek jako samostatné se nemnozici —
jinak nastévé dsleni u vlastnich bakterii, u sporotvornych bakterif, u actinomycet (tvorba vzdusného
mycelia), u kvasinek a u plisni, vyznaénych tvorbou fruktifikaci. Tyto rozdily v individuélnim vyvoji
bude zapotfebi jestd déle zkoumat, protoie mezi t&émito skupinami mikroorganismu lei dlouhé éry
historického vyvoje a pfizpasobeni se prostfedi. Chovéni tdchto skupin organismu, substrdtim a ve
tvorb$ ruznych spoledenstev, kolonii je odlid3né, i kdy? vyssf formy mikroorganismu si zachovévaji
je&td znaénou plastiénost a Sirokou enzymatickou éinnost.

Plisné si bshem historického vyvoje pfivykly jiz vice na pevny substrat: priatokové prostfedi je
jistd velmi vhodné pro tvorbu vegetativnich forem, ale méné jiz pro tvorbu fruktifikaci. Bude proto
zajimavé déle sledovat individuélni vyvoj a proménlivost plisni v prutokovém prostfedi. 8 praktického
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hlediska bude toto prostfedi vhodné v8ude tam, kde se vyhybdme v provozu tvorbeé fruktifikace (vyroba
amylas, vyroba kyseliny citronové). Podobné je tomu i u aktinomycet.

Zemé&deélské mikrobiology zajimé jiz delsi dobu mnoZeni a fixace dusiku azotobakterem. Azoto-
bakter Zije v piidd absorbovdn na padni ¢dstebky nebo na kofenovou zonu rostlin a prece poméry
v dodévce Zivin se neustdle méni. Voda obohacend Zivinami prochézi jednou doli nebo vzling vzhiru
puzena kapildrnimi silami. Z toho vidime, %e azotobakter v pud® neZije ve zcela statickém prostredi.
Proto by bylo tteba sledovat pratokové prostiedi, kde azotobakter by byl do uréité miry vazan k pev-
nému substratu, ale kde by se reguloval prutok Zivin, Ziviny by se vyménovaly a dochdzelo by jests
k provzdusnéni. Myslim, ze by stélo za to sledovat zdkonitosti mnozeni plidnich mikroba a zvlaste
azotobaktera v takovém prostiedi, jakého na p#. pouzil Najmr pki sledovéni vymény iontt v pudé.
Sami jsme se piesvédéili, Ze kultura Pseudomonas aeruginosa, kterd jiz po fadu preotkovéni nepigmen-
tovala, pfi kultivaci na takovém zafizeni, zatim jeSté primitivnim, zaéla produkovat nadhle velké
mmo#stvi barviva. Myslim, Ze bude nutné promyslet technické zafizeni na pratokovou metodu za
pouziti pevného substratu, zdrovei s provzdudiovénim,

Vlastni déleni mikroblt je nutno zkoumat zdroven se sledovénim podminek vnéjsiho prostiedi.
Neni pochyb, %e déleni bakterii je proces, ktery vzniké na zdklad$ latkové vymeény v matefské bunce.
Nové burika nevznikne mechanicky, aZ stard, matefskéd dosdhne uréitého objemu nebo rozméru, ale
zakonité, z nutnosti podminéné vnitinimi zménami v pavodni bunce. Butika je zakladem, prostfedi
je podminkou bunéé¢ného déleni. Proto prostiedi vidy bude hrat vyznamnou tlohu a to nejen sloZenim
a mnoZstvim Zivin, nybrz i vlastnostmifysikélnimi (na pi. pH, viskosita prosttedi, povrchové napéti atd.).
Ke zméné muze dojit tehdy, kdy jiZ stard forma nevyhovuje novému obsahu. Tento rozpor mezi ob-
sahem a formou se fe$i vznikem nového jedince. Ve statickych kulturich je celkem pfirozené, ze fysi-
kalni a chemické podminky v celém prostfedi nejsou stejné. Vyrovnavani koncentraci Zivnych litek
a produktt mikroorganismy se nedéje okamzit® a tak se stavd, Ze nékterd mista a tim i nékteré mikroby
maji méné Zivin nebo jiné podminiiy, neZ jsou na jiném misté a u jinych mikrobia. Nékde muze dojit
k zvySenému hromadéni metabolitti, proto%e i v tekutych prostfedich mikroorganismy neziji vidy
odlouc¢ens, ale ¢asto ve shlucich. Tak se mnoZeni stdvé nestejnomérnym. To miZeme pozorovat zvlasté
tehdy, kdyZ opustime stény laboratoie a podivame se do provoznich kvasiren. Je pochopitelné, ze
sledovéni déleni a mnozeni kultur ve statickém prostfedi nemuZe ndm dét ty vysledky, které by se
daly obecn$ aplikovat. Je to zvlasté tehdy, kdyZ pfechdzime z laboratornich podminek k vyuziti vy-
sledkd takto ziskanych v provoznim méfitku.

Na stejnorodost nebo lépe stejnocennost bunsdk maji tedy vliv i tyto podminky, které si ¢asto ani
dobfe neuvédomujeme. OvSem ani v prutokovych prostiedich, kdy zdsobovéni Zivinami je pravi-
delnéjsi, neni vidy mozno doséhnout homogenniho prostiedi; jiné podminky budou pfi sténdch nadoby,
kde bakterie maji tendenci tvofit povlaky. Homogennost prostfedi je zavisla i na rychlosti pratoku
tekutiny, na jejim provzdudiiovéni, na velikosti vzduchovych bublinek, atd. Proto sledovani déleni
a mnoZeni mikroorganisma je metodicky velmi obtiZné. P¥i jeho hodnoceni stéZuje pozorovéni jestd
skuteénost, e nemame spolehlivych mikroskopickych metod pro rozliSovéni Zivych a mrtvych mikro-
organismi. Ani metody s metylenovou mod#, s kongo-8erveni, neutrdlni ¢erveni nebo s jinymi barvivy
nejsou zcela spolehlivé. Urditych vysledka lze doséhnout diferencidlnim barvenim podle Erhlicha.

Doc. Dr Jaroslav Vintika
(Dokon¢eni v pristim disle)
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192

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500004-1



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500004-1

M. Dostilek a M. Spurny: Kultivadni charakteristiky desulfurikaénich
bakterii z naftovych lozisek.

Pifl. V

Obr. 1. Kolonie desulfurikaénich bakterii na thigmotaktickém preparétd po 24 hodinach kultivace.
Barveno karbolfuchsinem, zvé&t8eni 800krat.

Obr. 2. Bakterie rodu Desulfovibrio z 24hod. kultury v %ivném roztoku s mléénanem. Thigmotakticky
preparéat, barveno karbolfuchsinem, zvétseni 1800krat.
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M. Dostilek o M. Spurny.: Kultivaéni charakteristiky desulfurikaénich
hakterii z nattovych lozisek. Piil. Vi

Obr. 3. Sporulujici gramnegativni privodni bakterie z kultur desulfurikaénich bakteri. Agar s mléénanem.
Barveno karbolfuchsinem, zvétseni 1000krat.

Obr. 4. Kokkovité grampositivni pravodni bakterie z kultury desulfurikaénich bakteri. Agar 8 mléd-
nanem, Barveno karbolfuchsinem, zvétieni 1800krat,
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NAKLADATELSTVI
CESKOSLOVENSKE AKADEMIE VED

upozorfiuje na éasopis

Ceskoslovenska morfologie,

ktery vychézi v ramci védeckych ¢asopisi CSAV jako sestersky casopis Cs. fy-
siologie a Cs. biologie. Casopis sdruzuje pod vedenim akademika J. Wolfa ¢eské
a slovenské morfology. Pot¥eba soustfedit prace nasich morfologickych véd v je-
diném publikaénim organu byla pocifovana jiz ddvno. Teprve moZznosti, jaké
dava védé a védeckym pracovnikiim nas lidové demokraticky fad, uskuteénily
piani eskych a slovenskych védeckych pracovniki v morfologii. Redakce, vé-
doma si tradice &. morfologie, ma zdjem na tom, aby ¢asopis Cestné represen-
toval morfologickou slozku nasi védy, aby po sovétském vzoru péstoval morfo-
logii jako biologickou védu o Zivém téle a na basi dialektického materialismu,
aby se pfednostné vénoval tém oblastem morfologického vyzkumu, jejichz vy-
znam pro léka¥ské védy je Zadouci, a aby uplatiioval hledisko vyvojové a
funkéni. :

Ceskoslovenska morfologie otiskuje z anatomie élovéka a z anatomie srovna-
vaci, z embryologie, z histologie a ze srovnavaci anthropologie. Uvefejiiuje téz
struéné referdty o aktualnich problémech morfologickych véd, pfispévky meto-
dické a technické, zpravy o vyznaénych pracich a pod.

Cs. morfologie je také oficidlnim organem nafich morfologi pro styk se za-
hraniénim védeckym svétem.
Casopis je urfen nejen morfologlim, ale také lékafum, fysiologiim, biologim,
anthropologiim a viem, kdo se zajimaji o pfirodni védy.
Roéné vychazeji 4 ¢&isla po 96 stranach plus 20 kiidovych tabulek. Cena
jednoho é&isla Kés 8,—, roéni pfedplatné Kés 32, —.
*

Casopis Cs. morfologie si miZete pFedplatit v administraci ¢asopisii Nakla-
datelstvi Ceskoslovenské akademie véd, Praha II, Vodickova 40. Tamtéz lze
objednat kompletni roéniky 1953 a 1955.
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